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RESUMO

A utilizacdo de solos com fracas propriedades geotécnicas geralmente requer a melhoria das
suas caracteristicas naturais. Uma das técnicas de melhoramento de solos mais promissoras
num futuro proximo é a sua estabilizacdo através da precipitacdo do carbonato de calcio
(CaCO0s3), designada também por biocalcificacdo ou bioestabilizacdo. Este processo é
normalmente efetuado com a introducdo exdgena da bactéria Sporosarcina pasteurri de
maneira a promover a hidrolise da ureia por via da enzima urease.

De maneira a contornar a complexidade do processo de cultivacdo e armazenamento de
bactérias, que habitualmente necessita de condi¢cGes ambientais especiais, neste estudo utiliza-
se um método alternativo para promover a precipitacdo do carbonato e calcio. Assim, € feita a
precipitacdo de CaCOs por via enzimatica, onde se mistura o solo com uma solugéo aquosa que
contém os reagentes ureia e cloreto de calcio e a enzima urease.

Este trabalho visa estudar o efeito da combinacdo de diversas quantidades da enzima urease e
dos reagentes no processo de biocalcificacdo de um saibro recolhido na cidade de Leiria.

Numa primeira fase, este método é experimentado em tubos de ensaio, na auséncia de solo, de
maneira a quantificar a precipitagdo de CaCOg, fazendo variar a dosagem de enzima urease, a
concentracdo de ureia-CaClz e o tempo de reacédo de precipitacdo, por forma a definir o ensaio
base para a aplicacdo em provetes de solo. O material precipitado € ainda sujeito a testes XRD.

Posteriormente, 0 processo repete-se com a inclusdo do solo, nhum meio poroso, onde 0s
parametros objeto de estudo sdo a dosagem de enzima urease, a concentracdo de ureia-CacCl,,
o tempo de cura, o teor em solucdo estabilizadora, e as condi¢bes de cura (camara
termohigrométrica e ambiente). O fortalecimento do solo bioestabilizado é avaliado através de
ensaios de compressdo simples ndo confinados. Nesta fase foram também realizados testes
SEM e XRD em amostras de solo bioestabilizado.

Assim, adicionando aos provetes de solo 4 kU/L de urease, 0,75 mol/L de ureia-CaClz, num
volume de solucdo equivalente ao teor 6timo do ensaio Proctor normal, e com 28 dias de cura
em camara humida, observa-se uma duplicacdo da resisténcia e rigidez do solo, através do
processo de biocalcificagéo, face ao material ndo estabilizado.
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ABSTRACT

Soils with poor geotechnical properties generally require the improvement of their natural
characteristics. One of the most promising future techniques to improve the characteristics of
natural soils is the microbial induced calcium carbonate precipitation (CaCOs3), also known as
biocalcification or biostabilization. The microbial induced CaCOs precipitation in porous soils
usually occurs by adding the exogenous bacterium Sporosarcina pasteurii to promote urea
hydrolysis via the enzyme urease.

In order to avoid the complex process of the cultivation and storage of bacteria, which
frequently requires special environments, an alternative method to promote the CaCO3
precipitation in a porous medium, is the enzymatic CaCOs precipitation, which is performed by
mixing the soil with an aqueous solution containing urea, calcium chloride and the urease
enzyme.

This study discusses the effect of combining different amounts of urease enzyme and reagents
in biocalcification process of a sandy soil collected in the city of Leiria.

In a first step, this method has been carried in test tubes, without soil, in order to quantify the
precipitation of CaCOs by varying the amount of urease enzyme, concentration of urea CaCl2
and the reaction time, with development of the test model for the soil specimen. The precipitated
material is analyzed using XRD technique.

Afterwards the process is repeated with the soil, a porous medium, where the parameters under
study are the amount of urease enzyme, the concentration of urea CaCly, the curing time, the
concentration of stabilizer solution and the curing conditions (hygrothermal chamber and
ambient). The strengthening of biostabilized soil is evaluated by unconfined compressive tests.
At this stage, SEM and XRD tests were performed on the biostabilized soil samples.

It has been observed that by adding to the soil samples 4 kU/L urease, 0,75 mol/L urea-CaCly,
in a volume of solution equal to the optimal moisture content determined by normal Proctor
test, and 28 curing days in a hygrothermal chamber, is possible to obtain the doubling of the
strength and stiffness of the soil ocurred, through biocalcification process when compared with
the unstabilized material.
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mt — Massa teorica de CaCOs

Ady — Variagdo do deslocamento vertical

€a — Extensao axial

Yd — Peso volumico seco do solo

Simbologia das equac6es quimicas

CaCl, — Cloreto de calcio H,CO4 — Acido carbonico
CaCO, — Carbonato de calcio H,0 —Agua

Ca%* — 130 célcio HCO3 — 130 bicarbonato
Cl~ — 140 cloreto NH,COOH — Acido carbamico
CO, — Didxido de carbono NH; — Amoénia

C0%- — 130 carbonato NH} — 130 aménio
CO(NH,), — Ureia OH~™ — l&o hidréxido
Ht — 130 hidrogénio
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ASTM — American Society for Testing and Materials

BS — British Standards

DEC — Departamento de Enegenharia Civil da Universidade de Coimbra
EMCP — Enzyme Mediated Calcite Precipitation

EN — Norma Europeia (European Standard)

FCTUC — Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra
ICDD — International Center for Difraction Data

IPN — Instituto Pedro Nunes

LNEC — Laboratdrio Nacional de Engenharia Civil

MBC — Mineralizagéo Biologicamente Controlada

MBI — Mineralizagéo Biologicamente Induzida

MICP — Microbially Induced Calcite Precipitation

NP — Norma Portuguesa

OCDE — Organizacéo para a Cooperagédo e Desenvolvimento Econdmico
ONU — Organizacédo das NagOes Unidas

PVC — Policloreto de Vinilo

SEM — Scanning Electron Microscope

uc — Universidade de Coimbra

UCs — Ensaio de Compressao simples uniaxial (Unconfined Compressive Strength)
XRD — X-ray Diffraction
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento populacional, as sociedades tendem a proliferar e a reorganizar-se em
cidades. Em regides onde a expansdo esta limitada pelas fronteiras geogréaficas e pelas
condicdes inadequadas do uso do solo, associadas as exigéncias de qualidade de vida e do
desenvolvimento humano, tem-se observado uma crescente ocupacdo de alguns macicos
terrosos, outrora ndo recomendados para a construcao. De maneira a acompanhar esta evolugao,
é necessario melhorar e reforcar esses solos para garantir o seu bom comportamento mecanico
e hidraulico, com processos minimizadores dos impactes ambientais, designadamente, com
recurso a biotecnologia.

As técnicas de melhoramento e reforco de solos podem simplificadamente dividir-se em
técnicas de reforco e em técnicas de melhoramento (Cardoso, 1987). As primeiras estdo
relacionadas com a introducdo de elementos resistentes como pregagens, ancoragens, estacas,
etc., tendo um efeito estrutural que aumenta a resisténcia do macico as solicitacfes submetidas.
As segundas, técnicas de melhoramento ou de estabilizacédo, dizem respeito a alteracao de pelo
menos uma das propriedades intrinsecas do solo, podendo o efeito do tratamento do solo ser
temporario ou permanente, de natureza quimica, fisica ou mecanica. Incluem-se neste grupo
técnicas como os drenos verticais, a compactacao, a pré-carga ou o deep mixing (Correia, 2011).

A escolha da técnica de melhoramento e refor¢o a adotar deve procurar otimizar o compromisso
técnico-econdmico, tendo em consideracdo o impacte ambiental causado. Repare-se que hoje
em dia existem fortes pressdes para mitigar a degradacdo ambiental. Este facto pode ser
justificado pelo aumento do nivel médio das 4guas do mar, derivado do aquecimento global,
originado sobretudo pela libertacdo de CO2 na queima de combustiveis fosseis. Um dos grandes
responsaveis deste problema é a producdo de cimento Portland, material usado com abundéncia
na construcdo civil, incluindo na estabilizacdo de solos (DeJong et al., 2010). A substituicdo
parcial do cimento Portland por técnicas mais amigas do ambiente pode reduzir
significativamente as emissdes de gases tdxicos (Hamdan et al., 2013). Ainda na Otica
ambiental, torna-se imperioso aproveitar os materiais existentes no local da obra,
independentemente da sua qualidade ou adequabilidade ao projeto em questédo (Correia, 2011),
por exemplo, promovendo a melhoria de solos para camadas de pavimento com recurso a
biotecnologia. O aproveitamento dos processos biologicos nos solos promete ser a proxima
pratica revolucionaria na engenharia geotécnica (DeJong et al., 2013).
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A abordagem cientifica do problema exposto anteriormente, conjugada com a
interdisciplinaridade da biologia, da quimica e da engenharia civil, suscitou o engenho humano
que conduziu ao aparecimento de modernas técnicas de melhoramento e reforco de solos. E
neste contexto que surgem técnicas de melhoramento ou estabilizacdo quimica com recurso a
biotecnologia, denominadas bioestabilizacdo ou biocalcificagéo.

A bioestabilizacdo por precipitacdo de CaCOs com catalise microbioldgica é um tema
relativamente recente. Repare-se que um dos primeiros trabalhos publicados, para a obtencéo
de grau académico de doutoramento, foi realizado por Whiffin (2004), apontando a técnica
como uma nova técnica de melhoramento de solos granulares. Desde essa data, varios autores
tém desenvolvido o conhecimento na area (van Paassen, 2009; DeJong et al., 2013). Ap6s 2012,
surge a alternativa ao tema exposto que passa por uma catélise da referida reacéo de precipitacdo
por via enzimatica (Yasuhara et al., 2012; Neupane et al., 2013). E neste contexto que surge o
presente trabalho.

1.1 Objetivo da dissertagao

O presente trabalho tem como objetivo central o estudo da influéncia da enzima urease e do
substrato envolvido na precipitacdo de CaCOs na resisténcia mecanica de um solo arenoso. Essa
resisténcia € avaliada através de ensaios de resisténcia a compressao simples ndo confinados.

Baseado em Costa (2012) e Venda Oliveira et al. (2015), em que foi comparado o uso de duas
bactérias no processo de precipitacdo de carbonato de calcio, e ciente dos avangos propostos
por Yasuhara et al. (2012) e Neupane et al. (2013), tendo substituido as bactérias por enzimas,
procura-se neste trabalho estudar em laboratério o melhoramento do solo por via enzimatica,
adicionando um volume de solucéo estabilizadora equivalente ao teor 6timo de compactagéo
obtido no ensaio Proctor normal.

1.2 Estrutura da dissertacao

Apo0s o presente capitulo introdutdrio, que pretende enquadrar o leitor na dissertagdo, seguir-
se-ao cinco capitulos que pormenorizardo o trabalho efetuado.

No capitulo 2 pretende-se efetuar o ponto de situacdo da matéria, o estado de conhecimento e
as investigagdes consideradas mais relevantes na tematica da bioestabilizagdo. Assim, seréo
apresentadas as principais ideias decorrentes dos estudos relevantes efetuados nesta area. Neste
capitulo sdo abordados cinco estudos laboratoriais da técnica de bioestabilizacdo. Apresenta-
se, relativamente a técnica por a¢do de microrganismos, um dos primeiros estudos realizados
na area, Whiffin et al. (2007), uma aproximagcéo de ensaio de campo, van Paassen et al. (2010a),
e um trabalho desenvolvido no DEC-FCTUC, Venda Oliveira et al. (2015). Relativamente a
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referida técnica por via enzimatica, abordam-se 0s avangos protagonizados por Yasuhara et al.
(2012) e Neupane et al. (2015).

No capitulo 3 proceder-se-a a caracterizacdo e descricdo dos materiais utilizados na parte
laboratorial desta dissertacdo. Inclui a caracterizacdo geotécnica do solo arenoso, onde as
caracteristicas de identificacdo analisadas sdo a composi¢do granulométrica, a densidade das
particulas sélidas, os limites de consisténcia, o ensaio de compactacdo, o teor em matéria
orgénica e o pH do solo. Nesta parte, identificam-se, também, os elementos envolvidos no
processo de precipitacdo do carbonato de célcio: agua, ureia, cloreto de célcio, enzima urease e
a solugdo tampéo de fosfato de sodio.

O capitulo 4 inclui a descricdo do procedimento experimental dos ensaios elementares
realizados. Refere ainda o plano de ensaios que compreende a componente laboratorial, bem
como 0s métodos e processos de tratamento de dados.

O capitulo 5 contempla a apresentacao, analise e discussao dos resultados obtidos para cada
tipo de ensaio laboratorial praticado, bem como a comparagdo com outros trabalhos realizados.

Finaliza-se o trabalho, no capitulo 6, com a apresentacao das principais conclusdes resultantes
dainvestigacdao laboratorial desenvolvida, indicando-se algumas sugestfes de trabalhos futuros.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Precipitacdo de CaCOs com recurso a biotecnologia

A OCDE, Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico, definiu a
biotecnologia como a aplicacdo de principios cientificos e de engenharia para o processamento
de materiais, através de agentes bioldgicos, para fornecer produtos e servigos (Bull et al., 1982).
Segundo a Convencao sobre Diversidade Bioldgica da ONU (Organizacdo das Nagoes Unidas)
a biotecnologia significa qualquer aplicacdo tecnoldgica que utilize sistemas biologicos,
organismos Vvivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para
utilizacdo especifica.

E no seguimento da definicdo de biotecnologia que se entende que a sua interdisciplinaridade
promove um desenvolvimento tecnologico com aplicacao pratica em diversas areas, incluindo
na engenharia civil. Uma dessas aplicacbes é a biomineralizacdo de carbonato de calcio
(CaCOs) com recurso a biotecnologia. O aproveitamento dos processos bioldgicos nos solos
promete ser a proxima préatica revolucionaria na engenharia geotécnica (DeJong et al., 2013).

2.1.1 Biomineralizacdo

O termo biomineralizacao representa os processos coletivos pelos quais 0s organismos formam
minerais (Bazylinski et al., 2003). Esta sintese de minerais é amplamente classificada por
Lowenstam et al. (1988) em duas classes: mineralizacdo biologicamente controlada (MBC) e
mineralizagdo biologicamente induzida (MBI).

Na MBC os organismos usam a atividade celular para controlar, num ambiente isolado, a
nucleacdo, crescimento, morfologia e localizagédo final do mineral depositado. Este processo
pode ocorrer extra, inter ou intracelularmente. Um exemplo de MBC extracelular s&o as
conchas de moluscos.

Na MBI os organismos, principalmente microrganismos, secretam um ou mais produtos
metabolicos que reagem com ides ou compostos do meio fisico envolvente resultando na
deposicdo subsequente de particulas minerais como subprodutos metabdlicos (Lowenstam et
al., 1988). Nesta classe engloba-se a produgdo microbioldgica de carbonato de célcio, visto ser
um processo altamente dependente das condigdes do meio envolvente (De Muynck et al., 2010).
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2.1.2 Catéalise enzimética: urease

Chang (2005) afirma que entre todos os processos complexos que se desenvolvem nos
organismos Vvivos, nenhum € mais espantoso ou mais essencial que a catalise enzimatica. As
enzimas sdo catalisadores bioldgicos, i.e. aumentam a velocidade das reagfes bioquimicas. O
autor explica que as enzimas atuam apenas sobre certas moléculas chamadas substratos (ou
seja, reagentes), deixando inalterado o resto do sistema. A catélise enzimatica é em geral
homogénea, pois 0 substrato e a enzima estdo presentes em solucdo aquosa. Chang (2005)
denota que uma célula viva pode conter cerca de 3000 enzimas diferentes, catalisando uma
reacao especifica, na qual um substrato é convertido nos produtos apropriados, sendo portanto
uma relacdo chave-e-fechadura (Figura 2.1).

Produtos da
Substrato Complexo reaccio

enzima-substrato
_a
~

Figura 2.1 — Modelo de chave-e-fechadura: especificidade de uma enzima pelas moléculas de
substrato (http://webpages.fc.ul.pt/~rfcruz/relats/reltlb07.html)

T
—_—

Enzima

Sumner (1926) demostrou que a urease € uma proteina, tendo sido o primeiro a isolar esta
enzima, proveniente de uma variedade de feijao tropical denominada Canavalia Ensiformis,
sobre uma forma cristalizada. A urease pode ser encontrada em numerosas plantas, bactérias e
fungos (Al-Thawadi, 2011). A urease é a enzima que catalisa a hidrélise da ureia, produzindo
amonia e dioxido de carbono (Sumner, 1926).

2.1.3 Aplicacfes da precipitacdo de CaCOs na Engenharia Civil

Um dos tipos mais comuns de reacBes que ocorrem em solucdo aquosa é a reacdo de
precipitacdo. Esta é caracterizada pela formacdo de um produto insoltvel ou precipitado, i.e.
um solido insoltvel que se separa da solugdo (Chang, 2005).

A precipitacdo de carbonato de célcio pode ser induzida por varios processos, entre 0s quais se
destacam: por hidrélise da ureia (Benini et al., 1999; Ciurli et al., 1999); por desnitrificacdo
(Karatas et al., 2008; Van Paassen et al., 2010b); por reducdo de sulfato, induzindo a
precipitacdo de dolomite (Warthmann et al., 2000); por reducdo de ferro, induzindo a
precipitacdo de anquerita e de outros minerais (Roden et al., 2002; Weaver et al., 2011).
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A hidrolise enzimatica da ureia é o processo de precipitacdo de CaCOsz mais eficiente em termos
energeéticos dos referidos anteriormente (DeJong et al., 2010), e sobre 0 qual se centra o presente
estudo. Este pode ser descrito pelas seguintes equagfes quimicas (Hammes et al., 2003), em
que a enzima urease catalisa a hidrdlise da ureia, CO(NH,),, originando uma molécula de
amonia e uma de acido carbamico (Equacdo 1.1). Este ultimo decompde-se espontaneamente
formando uma mole adicional de amodnia e uma mole de acido carbonico (Equacédo 1.2). O &cido
carbdnico equilibra em &gua originando o bicarbonato e o ido hidrogénio (Equacédo 1.3), assim
como as duas moléculas de amédnia que formam 2 moles de amdnio e dois ides hidroxido
(Equacdo 1.4). Este ultimo promove um aumento do pH, permitindo a formacdo de ides
carbonato (Equacao 1.5).

Enzima urease (1.1)

CO(NH,), + H,0 ————— NH, + NH,COOH

NH,COOH + H,0 —— NH; + H,CO; (1.2)
H,CO; «—— HCO3 + H* (1.3)
2NH; + 2H,0 «—— 2NH} + 20H"~ [T pH] (1.4)
HCO3 + H* 4+ 2NH} + 20H™ «—— C0%™ + 2NH} + 2H,0 (1.5)

Estando os ides carbonato na presenca de ides de célcio (provenientes do cloreto de célcio, por
exemplo), a producdo de carbonato de célcio inicia-se espontaneamente (Chou et al., 2011;
Burbank et al., 2013) pela equagdo (1.6).

Ca?* + C0%~ «—— CaC05(s) (1.6)

O carbonato de célcio pode apresentar trés formas de cristais, denominadas calcite, aragonite e
vaterite (Al-Thawadi, 2011). Técnicas microscépicas mostram que a estrutura da calcite varia
com a formulacédo do tratamento (Al Qabany et al., 2013).

A precipitacdo de carbonato de célcio por hidrolise de ureia é um processo quimico bastante
simples governado essencialmente por 4 factores: a concentracdo de calcio; a concentracao de
carbono inorganico dissolvido; o pH do meio e a disponibilidade de locais de nucleagédo
(Hammes et al., 2002).

Existem vérios estudos deste método com destino a aplicacdo pratica em engenharia, entre as
quais se destacam a protecdo e restauragdo de monumentos de calcario (Tiano et al., 1999), a
remoc¢do de contaminantes de &guas freaticas (Fujita et al., 2000), a producdo de argamassas
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biologicas sobre cimentos (De Muynck et al., 2008), ou o preenchimento de poros em
reservatorios rochosos destinados a armazenamento de petréleo (Nemati et al., 2003).

A par destes estudos surge também o interesse em introduzir a biotecnologia na estabilizagdo
de solos, com o objetivo de melhorar as propriedades mecénicas destes. Em suma, a
bioestabilizacdo é uma técnica de estabilizagdo quimica e bioldgica, em que o agente ureolitico
catalisa a hidrélise da ureia, e que, na presencga de ibes de célcio, forma calcite in-situ. Em
condigdes adequadas, este produto formado pode resultar na solidificagdo do solo, com um
interesse comercial significativo (Whiffin, 2004).

2.2 Bioestabilizacdo de solos

A litificacdo natural de sedimentos ocorre como resultado de processos fisicos, quimicos e
biolégicos. Com a deposicdo dos sedimentos em camadas, estes sdo compactados pelas
camadas superiores (geologicamente mais recentes), e cimentados por minerais que precipitam
nas aguas subterraneas. Geralmente, a formacéo de rochas sedimentares sdo processos lentos.
A utilizacdo da biotecnologia pode acelerar a cimentacéo, induzindo convers@es bioquimicas,
que podem resultar na precipitacdo de minerais inorganicos (van Paassen, 2009).

Na bioestabilizacdo, a hidrolise da ureia pode ser conseguida por urease proveniente de
microrganismos (Whiffin et al., 2004), ou por urease proveniente de plantas como a Canavalia
Ensiformis (Yasuhara et al., 2012; Neupane et al., 2013). As particulas de areia soltas
cimentadas por sistemas de precipitacdo de CaCOz in situ, ddo origem a um elevado grau de
cimentagdo de calcite, com um resultado semelhante & sedimentacdo natural (Al-Thawadi,
2011). Trata-se, portanto, de um processo semelhante a formacdo natural de rochas (Ismail et
al., 2002).

A resisténcia do material poroso estabilizado depende da resisténcia das ligacbes entre as
particulas, que esta diretamente relacionada com a qualidade e quantidade da precipitacdo de
calcite (Al-Thawadi, 2008).

2.2.1 Precipitacdo de carbonato de calcio induzida microbiologicamente

A precipitacdo do carbonato de calcio induzida microbiologicamente, doravante MICP -
denominacdo na literatura anglo-saxénica Microbially Induced Calcite Precipitation - é um
processo bioldgico natural em que os microrganismos produzem materiais inorganicos como
parte das suas atividades metabdlicas basicas (Stocks-Fischer et al., 1999).

A utilizacdo de microrganismos para controlar processos quimicos € interessante devido a sua
presenca difundida no solo e aos milénios durante os quais estes tém sido ativos. Na superficie
terrestre existem 102 microrganismos por quilograma de solo (Mitchell e Santamarina, 2005).
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A biomineralizagdo por precipitacdo de CaCOs pode ser obtida microbiologicamente, em que
a aspersao e alimentacdo de bactérias, desenvolvidas em suspensdo dentro de um meio de
cultura apropriado, sobre um material poroso, promove a precipitacdo de CaCOs in-situ (Lee,
2003). O papel dos microrganismos na precipitacdo de carbonato de célcio é atribuido a
producéo de carbonato, criagdo de um meio alcalino e ainda atuar como um local de nucleacéo
numa solucdo sobressaturada (van Paassen, 2009). Para tal, esses microrganismos tém de ter
capacidade de produzir elevada atividade da enzima urease (Stocks-Fisher et al., 1999), e com
alta tolerancia a presenca de ureia, célcio, e dos subprodutos da rea¢do quimica de precipitacdo
de CaCOs (Whiffin, 2004).

A MICP promove ligagdes de cimentacdo das particulas de solos ndo coesivos, permitindo o
contacto entre estas, modificando a resisténcia mecanica do material (van Paassen et al., 2010a;
DeJong et al., 2006). A cimentacgdo ocorre preferencialmente no contacto entre as particulas do
solo e a sua rotura durante o corte ocorre nos cristais de calcite (DeJong et al., 2013).

A bactéria Sporosarcina pasteurii tem a capacidade de gerar alta quantidade de urease, sendo
um estirpe com alta tolerdncia aos produtos quimicos envolvidos na cimentacao
(Ca?*,ureia, NH; / NH}, e C17) (Al-Thawadi, 2008).

Na Holanda, na Universidade de Delft, Whiffin et al. (2007) estudou uma coluna vertical de
areia de Itterbeck com 5 metros de altura e 66 mm de diametro, submetida a bioestabilizacdo
por intermédio da bactéria Sporosarcina pasteurii. Por percolacdo descendente (0,35 L/h),
foram injetados 6,34 litros de solucdo de bactérias, seguidos de 5,99 litros de solugdo com 0,05
mol/L de CaCl: e por fim 8,715 litros de ureia-CaCl, com concentracéo equimolar de 1,1 mol/L.

S 1204 - 600 1E-04 1

o " (*) carbonato de calcio

T 100 4 ) L 500

" B \ () Forgade compressdo =

EX 400 r ....._Permeabilidade inicial

Om b E % L] [] L] [ - ]

o 60 4 . % ~b 300 B 1.E05 .

3 . . L . . .

& a0 .. .l"\ - . k200 ‘53 .

o k/“"“\ E

m o e

T 20 T |00 g

@ \

g o - - . - 0 1.E-06 . . . . . :
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

a) Distincia do ponto de injecdo (cm) b) Distancia do ponto de injecdo (cm)

Figura 2.2 — MICP em coluna de areia com 5 metros de altura: a) quantidade de precipitado e
forca de compressédo ao longo da altura da coluna; b) variagdo da permeabilidade ao longo da
altura da coluna. (Whiffin et al., 2007)

Na Figura 2.2 (a) apresentam-se os resultados de ensaios triaxiais drenados com pressdo de
confinamento de 50 kPa. A maxima resisténcia observa-se a um metro do ponto de injecé&o,
com 570 kPa, coincidindo com a maior quantidade de CaCO3 precipitado (105 kg/m? solo).
Observa-se também que o aumento de resisténcia nao é uniforme ao longo da coluna.
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Na Figura 2.2 (b) denota-se a influéncia da bioestabiliza¢do na reducéo da permeabilidade do
solo, relativamente a permeabilidade inicial. A MICP promove assim a reducdo do volume de
vazios, causada pela precipitacdo de carbonato de célcio. No ponto com maior quantidade de
CaCO:s precipitado, a porosidade é reduzida em 90% relativamente ao material ndo tratado.

a)
Figura 2.3 — Ensaio de campo de bioestabilizacdo: a) vista superior com fluxo de injecdes;
b) volume de solo no final do melhoramento (van Paassen et al., 2010a).

Também na Universidade de Delft foi realizado, por van Paassen et al. (2010a), um estudo da
técnica MICP numa escala superior, simulando as condi¢des de campo. O solo arenoso de
Itterbeck, com um volume de 100 m® (8,0m = 5,6m * 2,5m) foi estabilizado através de trés
pocos de injecdo combinados com trés pocos de ejecdo, como se podem observar na Figura 2.3
a).

Numa primeira fase foram injetados 5 m® de solucéo de bactérias seguidos de 5m?® de 0,05
mol/L de CaCl,. Posteriormente, 96 m? de ureia-CaCl,, com uma concentragio de 1 mol/L,

foram injetados num periodo de 16 dias. No final deste tempo, 30m? de 4gua da rede publica
foram percolados de maneira a retirar os subprodutos da reacao.

Apos 16 dias de bioestabilizacdo, o solo foi descofrado, Figura 2.3 b), sendo retirado o material
ndo bioestabilizado. Observou-se que aproximadamente 40m3 de volume de solo (40% do
volume total) tornou-se biocalcificado.

O material foi sujeito a inimeros ensaios UCS, onde a resisténcia & compressdo ndo confinada,
entre 0,7 e 12,4 MPa, demonstrou resultados amplos, embora com elevada variancia (valores
representados graficamente na Figura 2.14). A quantidade de CaCOs quantificada ap6s os
ensaios UCS varia entre 12,6 e 27,3%, relativamente ao peso seco do solo.

O valor médio de CaCO3 estimado no volume total de solo bioestabilizado € de 6,8%, o que,
com base neste valor, a quantidade de CaCOgs precipitado é de 4,50 kg (correspondendo
aproximadamente a 50% de uma taxa de precipitacdo, comparativamente a massa teérica
maxima derivada das quantidades de reagentes injetados.
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A distribuicdo homogénea das bactérias e dos reagentes no solo, com consequéncia direta na
distribuicdo de CaCOs e nas propriedades geotécnicas do material, ¢ um desafio fundamental
da técnica para futuras otimizagdes (van Paassen et al., 2010a).

MICP no Departamento de Engenharia Civil da Universidade de Coimbra

Costa (2012) e Venda Oliveira et al. (2015) compararam a eficiéncia de duas bactérias
(Sporosarcina pasteurii e Idiomarina insulisalsae) no processo de bioestabilizagéo de um solo
arenoso, o qual coincide com o solo do presente estudo.
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Figura 2.4 — Efeito do tempo de cura na eficiéncia das bactérias I. insulisalsae ou S. pasteurii:
(a) evolugdo de qu e Eusp; (b) evolucgdo de g: (Venda Oliveira et al., 2015).

Como se observa na Figura 2.4, existe um aumento de resisténcia mecanica a compressao (a) e
a tracdo (b) no tempo. A melhoria em ambos os casos € mais notdria para a bactéria |I.
insulisalsae, induzindo o aumento de resisténcia no tempo. O valor de forca de compresséo nao
confinada regista um aumento médio de +158% ao fim de 180 dias, relativamente ao solo ndo
estabilizado.

Na Figura 2.5 pode observar-se que o aumento da concentragdo em bactérias I. insulisalsae
promove, na generalidade dos casos, uma melhoria nas propriedades mecanicas do solo,
melhorando a eficiéncia com o aumento do tempo de cura. Estes ganhos de resisténcia mecéanica
podem potencialmente resolver problemas geotécnicos, como a liquefacdo ou a erosdo, onde
ndo e necessaria uma notavel resisténcia do solo (Venda et al., 2015).
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Figura 2.5 — Efeito da concentracdo de bactérias 1. insulisalsae : (a) evolucdo de qu e Euso;
(b) evolucéo de qt. (Venda Oliveira et al., 2015).

Obstéaculos e desafios da MICP

A

aplicacdo de MICP na estabilizacéo de solos ndo coesivos em ensaios laboratoriais e escassos

ensaios de campo revela algumas dificuldades préaticas na sua aplicacao:

A variabilidade da atividade de urease em microrganismos e 0 seu controlo numa larga
escala é um assunto pouco clarificado, que representa o risco de producdo de uma reduzida
atividade, insuficiente para promover a hidrélise da ureia (Whiffin, 2004).

A producdo de aménia (NH;") aquando da hidrolise da ureia, onde se geram 2 moles de
amonia por cada mole de ureia, pode formar cloreto ou nitrato de amonia. Concentracdes
elevadas de amdnia sdo tdxicas para a maior parte dos organismos (Whiffin, 2004; van
Paassen et al., 2010a), sendo que estes subprodutos devem ser tratados. O processo de
nitrificacdo/desnitrificacdo (requerendo a adicdo de uma fonte de carbono) pode contribuir
para atenuar o problema (Whiffin, 2004).

A formacao de precipitado, e consequente ligacdo entre as particulas, promove uma reducéao
de permeabilidade que dificulta um tratamento homogéneo na area de intervencdo (Harkes
et al., 2010).

O transporte de bactérias, e consequentemente a sua atividade, é limitado em solos finos (van
Paassen, 2009). As bactérias tém um tamanho de 0,5 a 5 um, ndo podendo ser transportados
para solos siltosos ou argilosos (Mitchell & Santamarina, 2005).

Aumentar a escala da bioestabilizagdo do laboratorio para 0 campo é um dos maiores
desafios na vertente geotécnica do método (DeJong et al., 2013; van Paassen et al., 2010a).
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2.2.2 Precipitacdo de carbonato de calcio via enzimatica

Quando se refere precipitacdo de CaCOs por via enzimatica, esta-se a especificar que a enzima
urease € adicionada sobre a forma cristalizada, proveniente de Canavalia Ensiformis. Na
bibliografia anglo-saxonica este método denomina-se EMCP — Enzyme Mediated Calcite
Precipitation (Neupane et al., 2015).

Como se abordou no subcapitulo anterior, na técnica MICP os microrganismos geram a enzima
urease, que catalisa a hidrolise da ureia, requerida na precipitacdo de carbonato de célcio. Essa
catalise pode ser também alcangada através da adigcdo direta da enzima urease derivada de
plantas, ndo sendo necessario considerar o processo microbiolégico, contornando assim as
complexidades de cultivacdo e armazenamento das bactérias (Hamdan et al., 2013).

O EMCP constitui um método mais simples de precipitar o carbonato de calcio, em comparacao
com os métodos bacterianos, como forma de alcancar uma melhoria uniforme das propriedades
mecanicas do solo (Yasuhara et al., 2012), que é um desafio essencial desta técnica (Neupane
etal., 2015).

O tamanho reduzido da enzima urease, na ordem de 12 nm (Blakely e Zerner, 1984), sugere
que a aplicacdo desta técnica pode estender-se a solos finos, ao invés do MICP (Hamdan et al.,
2013).

E de reparar que a producdo de amonio (NH,) aquando da hidrélise da ureia apontada como
obstaculo do MICP, constitui também um problema nesta técnica.

A presenca de urease no solo, geralmente derivada de microrganismos mortos ou em
decomposicdo, e, possivelmente, derivada de plantas, pode persistir no meio por longos
periodos de tempo, sem degradacdo ou perda de funcdo (Pettit et al., 1976), podendo, essa
atividade, ser utilizada em aplicacGes subsequentes (Whiffin, 2004). Em contrapartida, quando
a urease é adicionada exogenamente a um meio poroso tem um tempo de atuacdo limitado
ocorrendo a diminuicdo da sua atividade no tempo (Marzadori et al., 1998; Pettit et al., 1976).
Este tempo de atuacdo limitado pode ser vantajoso na medida em que evita impactes de longo
prazo no ecossistema (Hamdan et al., 2013).

Precipitacdo de CaCOs via enzimética em meio ndo poroso

Nemati et al. (2003) estudou o efeito da concentracdo de urease e da temperatura na
precipitacdo de CaCOs (Figura 2.6). A urease utilizada tinha uma atividade de 26100 U/g,
sendo as solugdes compostas por 12g/L ureia e 30 g/L de cloreto de célcio di-hidratado, num
meio ndo poroso, i.e. sem solo. Observa-se que a producdo de CaCOsz aumenta com a
concentracdo de urease, e que 0 aumento da temperatura de 20° para 50° induz um aumento
significativo de precipitacdo de carbonato de calcio (Nemati et al., 2003).
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Figura 2.6 — Efeito do tempo de reacdo na concentracao de CaCOa: a) efeito da concentracédo
de urease; b) efeito da temperatura. (Nemati et al., 2003).

Neupane et al. (2013) também estudou o comportamento da enzima urease (2950 U/g) perante
duas concentracgdes de ureia-CaCl> (0,5 e 1,0 mol/L) com um tempo de reacdo de 24 horas,

tendo-se obtido uma maior taxa de precipitacdo para a menor concentragao de 0,5 mol/L (Figura
2.7).
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Figura 2.7 — Relagdo entre a concentracdo de urease e a percentagem de precipitagédo de
CaCOg para concentragdes de 0,5 e 1,0 mol/L de ureia-CaCl> (Neupane et al., 2013).

Precipitacédo de CaCO3s em meio poroso

No Japéo surgiram avangos na técnica de bioestabilizag&o por via enzimatica, tendo Yasuhara
et al. (2012) publicado resultados experimentais de UCS da areia de Toyoura bioestabilizada.
O procedimento consistiu na mistura da enzima urease em p6 com 300 g de solo. O provete
(50mm de diametro e 100mm de altura com o solo com densidade relativa de 50%) foi colocado
numa célula triaxial com uma pressdo de confinamento de 50 kPa. Posteriormente, foram
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injetados, durante meia hora, 100mL de solugéo equimolar de ureia-CaCl,, 4 ou 8 vezes em
intervalos de 2 horas.
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Figura 2.8 - Areia de Toyoura bioestabilizada: a) curvas de tenséo-extenséo UCS; b)
quantidade de reagentes, qu e Eu50 de cada amostra (Yasuhara et al., 2012).

Os 3 casos apresentados na Figura 2.8 mostram uma resisténcia a compressdo uniaxial entre
400 e 1600 kPa, estando 5 a 10% do volume dos poros ocupado por carbonato de célcio
precipitado (Yasuhara et al., 2012). Repare-se que injetar 8 vezes a solucdo de ureia-CaCl;
corresponde a aproximadamente 4 vezes o volume do provete vazio.
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Figura 2.9 — Amostra de solo bioestabilizado por via enzimatica: a) ensaio SEM; b) ensaio
XRD (Yasuhara et al., 2012).

De maneira a corroborar a presenca de CaCOs, Yasuhara et al. (2012) submeteu uma amostra
(do caso C1) a ensaios SEM (microscépio eletronico de varrimento) e XRD (difracdo de raios
X). E visivel na Figura 2.9 que as particulas de solo ficam envolvidas por precipitado de CaCOs,
criando ligacdo entre estas. No ensaio XRD observa-se a presenca de quartzo, do solo arenoso,
e de calcite proveniente da bioestabilizacdo.
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Yasuhara et al. (2012) constatou uma reducdo da permeabilidade, devido ao preenchimento dos
vazios do solo com CaCOs, em mais de uma ordem de magnitude, a qual é inversamente
proporcional & quantidade de precipitado formado (Figura 2.10).
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Figura 2.10 — Condutividade hidraulica vs quantidade de CaCOs (Yasuhara et al., 2012)

No seguimento do trabalho anterior, Neupane et al. (2013) sugere uma alteracdo no
procedimento de ensaio, em que Se evita a mistura prévia da enzima urease com o solo que se
pretende estabilizar. Assim sugere que a enzima seja injetada através de uma solugdo aquosa
com o0 mesmo volume da solugdo de ureia-CaCl, e em simultdneo com esta ultima.

Figura 2.11 — Bioestabilizag&o de areia de silica: material bioestabilizado no provete metalico
e preparacgdo de provetes cilindricos para ensaios UCS. (Neupane et al., 2015).

No trabalho desenvolvido por Neupane et al. (2015), um tubo de ago (57 cm de didmetro e
85cm de altura) é preenchido com areia de silica, com uma densidade de 50%, onde sdo
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injetadas as duas solucdes, atras referidas, em conjunto (Figura 2.11). A solucdo injetada
corresponde a 30 litros com uma concentracdo de ureia-CaCl> de 1 mol/L e 15 g/L de urease
(isto €, 44550 U/L de urease). Esta solucéo, é injetada, com uma velocidade de 1,0 L/min, por
duas vezes com um intervalo de 2 horas, perfazendo 60 litros (aproximadamente 28% do
volume do provete metélico vazio).
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Figura 2.12 — Bioestabilizacdo de areia de silica: a) curvas de tensdo-extensdo UCS; b)
Resultado de ensaio XRD no material melhorado (Neupane et al., 2015).

Apo6s 24 horas da segunda injecdo, o solo ndo estabilizado é retirado do tubo metélico,
permanecendo apenas o material estabilizado, tendo submetido trés amostra a ensaios UCS
(Figura 2.11). O material biocimentado foi ainda sujeito a ensaios de difracdo de raio X (Figura
2.12 b)), onde se corroborou a presenga de CaCOs.
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Figura 2.13 — Bioestabilizacdo de areia de silica: Distribuicdo da percentagem de calcite num
plano que passa no centro do tubo metalico (Neupane et al., 2015).
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Na figura 2.12 a), os resultados de ensaios de compresséo simples ndo confinada mostram que
a precipitacdo de CaCOs é capaz de introduzir modificacdes percetiveis nas propriedades
mecanicas do solo, e que a sua distribui¢do aparenta ser uniforme em todas as direcGes (Figura
2.13) embora 0 alcance a uma maior area de tratamento, tal como na técnica microbioldgica,
seja ainda um desafio fundamental da bioestabilizagdo (Neupane et al., 2015).
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Figura 2.14 — Comparacéo entre MICP e EMCP (Neupane et al., 2015)

Na Figura 2.13 estdo representados 4 estudos de bioestabilizacdo, dos quais Whiffin et al.
(2007), van Paassen et al. (2010a) e Cheng et al. (2013) sdo com o processo MICP e Neupane

et al. (2015) com processo EMCP.

Observa-se que na generalidade dos casos o0 aumento da resisténcia mecanica é diretamente
proporcional a percentagem de precipitacdo relativa ao peso seco do solo, i.e. a quantidade de

CaCOs presente na amostra.
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3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

O presente capitulo pretende caracterizar o solo em estudo, extraido na periferia da cidade de
Leiria (Figura 3.1), bem como a identificacdo dos materiais envolvidos na sua estabilizacéo
através da precipitacdo induzida de carbonato de calcio.

Figura 3.1 — Local de extragdo do solo em estudo (Costa, 2012).

3.1 Caracterizacdo geotécnica do solo

Nesta seccdo, as caracteristicas de identificacdo analisadas s&o a composi¢do granulométrica, a
densidade das particulas solidas, os limites de consisténcia, o ensaio de compactagéo, o teor em
matéria organica e o pH do solo.

3.1.1 Composicdo granulométrica

A distribuicdo granulométrica das particulas de solo de acordo com as suas dimensfes foi
laboratorialmente avaliada sobre uma pequena toma de uma amostra remexida de grande
volume.
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Conforme os procedimentos de ensaio descritos na especificacdo E196 (1966), do LNEC, as
particulas de dimensdes superiores ao peneiro de malha 0,075mm sdo avaliadas pelo método
de peneiracdo e as particulas de dimens@es inferiores a esse valor, por sedimentacdo. A
distribuicdo em percentagem ponderal das particulas do solo de acordo com as suas dimensdes
esta representada graficamente na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Curva granulomeétrica para o solo em estudo.

A classificacdo das particulas do solo de acordo com as suas dimensdes indica que a massa de
solo avaliada engloba 2,3% de argila, 3,5% de silte, 78,7% de areia e 15,5% de cascalho. Como
0 diametro nominal das particulas de maiores dimensdes é de 37,5 mm ndo se verifica a
existéncia de calhaus ou pedras.

De maneira a classificar o solo recorreu-se a norma ASTM D 2487 (1998). Como o coeficiente
de uniformidade, Cu = 4, ¢ inferior a 6 a areia é mal graduada, pertencendo ao grupo SP. Por
ter finos no intervalo de 5 a 12%, acrescenta-se areia mal graduada com silte (SP-SM). Como
a amostra contém mais de 15% em cascalho, junta-se na designagdo “com cascalho”.

Em conclusdo, a Classificagdo Unificada remete para uma areia mal graduada com silte e com
cascalho, designagédo de Areia SP-SM com cascalho.
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3.1.2 Densidade das particulas sélidas

A determinacéo da densidade das particulas solidas (Gs) foi efetuada de acordo com a norma
NP-83 (1965). N&o foi determinada a densidade das particulas solidas para as particulas com
dimens@es superiores a 4,76 mm visto estas corresponderem apenas a 7.75% (como se pode
observar na Figura 3.2) e pelo facto de, no seguimento do trabalho laboratorial, ndo se utilizar
a dita fracdo de solo.

A partir do resultado de trés amostras definiu-se um valor médio de Gs = 2,71, com um desvio
padrdo de 0,01. Costa (2012) obteve um valor de Gs=2.63, que corresponde a 97% do valor
obtido neste estudo. Ambos o0s valores estdo no intervalo comum de 2.6-2.8 (Matos Fernandes,
2012).

3.1.3 Limites de consisténcia

Pela norma NP 143 (1969), verifica-se que a determinacdo dos limites de liquidez, de
plasticidade e de retracdo ndo € aplicavel ao solo em estudo, visto a fracdo de particulas de
dimensGes inferiores a 0,05 mm é de 4,7%, muito inferior a 30%. Repare-se que, sendo este um
solo predominantemente arenoso a determinacao destes limites, mesmo quando possivel, perde
0 seu significado.

3.1.4 Ensaio de compactagao

Com o intuito de determinar a relagdo entre o teor de humidade e o0 peso volimico seco do solo
recorreu-se a especificacdo E197 (1966), LNEC.

O tipo de compactacdo adotado é compactacdo leve em molde pequeno. O pildo de
compactacao tem 2,49 kg de massa, 305 mm de altura de queda e base de compactacdo de 50
mm de didmetro. O molde cilindrico pequeno é de aco com 102 mm de didmetro interior e 117
mm de altura, munido de alonga e base. Este tipo de compactacdo pretende simular um
compactador de pequenas dimensdes, tal como os utilizados na execugéo de caminhos pedonais.

Com arealizacdo de 8 provetes e consequente medicdo do peso volumico e do teor de humidade
obtiveram-se 5 pontos numa tendéncia ascendente e 3 pontos numa tendéncia descendente. A
ordenada maxima da curva indica a peso volimico seco maximo, onde a correspondente abcissa
permite obter o teor 6timo em &gua. Assim, para um teor de 12% obtém-se uma compactacdo
mais eficaz, onde o solo atinge um peso voliimico seco de 17,3 kN/m?. Costa, 2012, obteve um
valor de teor 6timo em agua de 11,7% e um peso volimico seco maximo de 18,8 kNm.
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Figura 3.3 — Representacao grafica do ensaio Proctor. Destaque do teor em humidade 6timo e
respetivo peso volumico seco do solo maximo.

3.1.5 Teor em matéria organica

O teor em matéria organica foi realizado pelo método por ignicdo aplicado ao intervalo de
temperaturas 50°-400° (Correia, 2011). O célculo foi conduzido por uso da equacdo 3.1, baseada
na norma BS 1377-3 (1990).

OM = ( lDSSOQC - PS4OOQC )/( lDSSOQC - Pcépsula ) (3.1)

O valor médio das 4 amostras ensaiadas foi de 0,34%, variando de 0,33 a 0,36%. Valor
semelhante ao obtido por Costa (2012), de 0,33%.

3.1.6 Medicao do pH

Para a medicdo do pH do solo em estudo recorreu-se a norma BS 1377-3 (1990). Os
procedimentos da referida norma foram executados em laboratério, numa sala com uma
temperatura de 20+£2°C e humidade relativa de 60+£15%. O aparelho usado na medigéo de pH
tem uma precisdo minima de 0,01. No caso do solo em estudo, no seu estado natural, obteve-se
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um valor de pH de 8,4, tratando-se portanto de um solo alcalino. Este valor € ligeiramente
inferior a Costa (2012) que obteve um valor de 8,8.

3.2 Produtos envolvidos na precipitacdo de CaCOs

Os produtos envolvidos na precipitagdo de CaCOs adicionados ao solo no processo de
bioestabilizacdo desempenham um papel primordial, uma vez que desencadeiam interacdes de
natureza fisica, quimica e biologica com as particulas de solo, conduzindo & alteragdo do
comportamento mecanico do material dai resultante.

3.2.1 Agua

Em toda a componente laboratorial realizada neste trabalho foi utilizada 4gua destilada, obtida
por um sistema de destilacdo a partir de agua da rede publica do DEC, o que € usual nos ensaios
laboratoriais, de maneira a aproximar as condi¢cdes de uma agua pura, com pH préximo de 7.

3.2.2 Ureia

A ureia é utilizada na precipitagdo de carbonato de célcio como fonte de carbonato (CO37). A
férmula molecular da ureia € CH4N20. Neste trabalho, a ureia, proveniente da companhia Acros
Organics, é utilizada sobre a forma de cristais, com uma pureza de 99,5%. O produto tem uma
massa molar de 60,06 g/mol.

3.2.3 Cloreto de célcio

O cloreto de célcio, CaCl,, € usado como fonte de calcio na precipitacdo de carbonato de célcio.
O produto, oriundo da companhia Applichem Panreac, tem uma pureza de 95% e uma massa
molar 110,99 g/mol.

3.2.4 Enzimaurease

A enzima urease utilizada neste estudo é proveniente de Canavalia Ensiformis,
comercializados em lotes pela companhia alema Sigma-Aldrich. A enzima urease € o produto
bioldgico que catalisa a hidrdlise da ureia (equacédo 1.1).

De acordo com as informacdes do produto, o valor 6timo de pH é 7,4 e a temperatura 6tima €
de 60°C. O lote deve ser armazenado num intervalo de temperatura de 2-8°C, equivalente a
temperatura de um frigorifico.
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A referéncia dos lotes utilizados é U1500, sendo que a atividade varia de acordo com 0 nimero
do lote (15 a 50 kU/g). A atividade da enzima é expressa em Unidades, que se define por: uma
unidade liberta 1,0 umol de NHs da ureia por minuto, a 25 °C e com um pH de 7,0.

As instrucOes de preparacdo remetem para a colocagdo da enzima com uma concentracédo de 10
mg/mL numa solucdo tampé&o de fosfato de sodio 0,2 M, originando uma aparéncia de solucdo
com uma possivel neblina.

Neste trabalho sdo usados 3 lotes distintos de enzima urease. Para o estudo da precipitagéo de
CaCOs em tubos de ensaio, descrito em 4.2, foi utilizado um lote de enzima 088H7000, extraido
no ano de 1998, cedido pela Faculdade de Farmécia da UC. Esse lote continha 20 kU, sendo
que a atividade era de 16000 U/g. Para o estudo da precipitagdo no solo foram utilizados 2 lotes
do mesmo ano de extracdo (2012) sendo a referéncia SLBB0100V. Estes continham 20 kU mas
a atividade era de 34310 U/g, superior ao lote referido anteriormente.

3.2.5 Solucéo tampéao de fosfato de s6dio

A solucdo tampéo de fosfato de sddio 0,2 M € utilizada para a preparacdo da solucdo de enzima
urease, conforme as instrucoes de preparacdo do fabricante, nos provetes submetidos a cura em
camara humida (descrito no item 4.3.2). Esta solugcdo tampdo permite manter o pH constante
dentro da faixa ideal, proximo de 7, quando se prepara a enzima. A solucdo foi cedida pelo
Departamento de Ciéncias da Vida da FCTUC.
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4 PROCEDIMENTO LABORATORIAL

4.1 Introducao

O presente capitulo visa a descricdo dos trabalhos laboratoriais, bem como a apresentacdo do
plano de ensaios desenvolvidos no presente trabalho.

Inicia-se com a apresentacao do procedimento de ensaio para a afericdo do comportamento da
solucdo estabilizadora em tubos de ensaio. Posteriormente, descreve-se 0 procedimento de
compactacao do solo e da técnica de bioestabilizacdo. Em seguida, alude-se a metodologia dos
ensaios UCS.

Por fim detalha-se o plano de ensaios que constitui a parte laboratorial do presente trabalho.

4.2 Precipitagcdo de CaCOs em tubos de ensaio

De maneira a aferir o comportamento da solucdo aquosa estabilizadora, composta pela enzima
urease, ureia e CaCl,, perante as concentracdes dos seus componentes e do tempo de reacéo,
sdo inicialmente realizados ensaios laboratoriais em tubos de ensaio de vidro.

Para caracterizar o CaCOz precipitado, proveniente desses ensaios, sao realizados testes de
difracdo de raio X, no IPN.

4.2.1 Aparelhos e utensilios

Para a preparacédo laboratorial dos tubos de ensaio utilizam-se os materiais/utensilios a seguir
descritos:

— Provetas graduadas; — Cépsulas;

— Varetas de vidro; — Estufa (temperatura 105°+5°);
— Vidros de reldgio; — Exsicador;

— Funil de vidro; — Sacos plésticos;

— Gobelés; — Tubos de ensaio (20 mL);

— Pipetas volumétricas; — Papel de filtro;

— Garrafa de esguicho; — Estante para tubos de ensaio;
— Balanca (limite erro £0.01 g); — Luvas.
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4.2.2 Procedimento de ensaio

O procedimento de ensaio para a quantificacdo em peso do precipitado CaCOz em tubos de
ensaio € baseado em Neupane et al. (2013). O esquema do procedimento de ensaio esta
representado na Figura 4.1, consistindo em misturar a ureia e cloreto de célcio em concentragdes
equimolares num volume de 10 mL de dgua destilada, mexendo até se dissolverem os reagentes
e até o aspeto da solucdo se tornar transparente.

Para 0 mesmo volume é misturada a enzima urease e mexida durante 5 minutos, sendo
posteriormente filtrada. Em seguida, pesa-se o tubo de ensaio e misturam-se as duas solucoes
neste, perfazendo um volume total de 20 mL. De maneira a averiguar a reprodutibilidade do
precipitado, cada combinacdo de reagentes é repetida 3 vezes.

Imediatamente apds a mistura, inicia-se a hidrolise da ureia, promovida por intermédio da
enzima urease, e assim a ligacdo de ides carbonato com ides de célcio, formando precipitado
de carbonato de célcio.

Os tubos de ensaio sdo colocados, em posicao vertical, numa sala em ambiente (temperatura de
20+2°C e humidade relativa de 60+15%) durante o tempo de reacéo definido. E colocada uma
folha de papel de filtro na parte superior dos tubos de maneira a evitar entrada de impurezas
que possam influenciar os resultados finais.

L=

Misturar com
agua destilada

10 mL s
w
ureia-CaCl,
Papel de filtro
. CaC0;
Misturar com

{1;.-
agua destilada
durante 5 min Filtrar 10 mL Agitar CaCOs
— ey — volume final apos
urease de 20 mL tempo de
reacdo

Figura 4.1 — Figura ilustrativa do procedimento de ensaio para a quantificacdo de CaCOs em
tubos de ensaio, procedimento adaptado de Neupane et al. (2013).

Ap0s o tempo de reagéo é necessario quantificar a massa de CaCOs formada nos tubos de ensaio
(Figura 4.2). Seca-se um papel de filtro na estufa durante 20 minutos e pesa-se.
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O contetdo aquoso presente no tubo de ensaio (subprodutos da reacéo e o excesso de agua) é
extraido para um funil de vidro munido de papel de filtro. O tubo é lavado 3 vezes com agua
destilada (num volume de 20 mL cada lavagem), vertendo o contetdo no mesmo funil com
papel de filtro.

O tubo de ensaio com o precipitado é seco em estufa durante 5 horas e pesado. O papel de filtro
é lavado com a garrafa de esguicho, seco em estufa durante 2 horas e pesado. Entre a secagem
e pesagem dos materiais referidos anteriormente, estes séo colocados num exsicador durante 1
hora.

Note-se que a lavagem do tubo e do papel de filtro tem o objetivo de retirar os reagentes ndo
precipitados, que, com a secagem em estufa, iriam precipitar por acdo da temperatura,
influenciando os resultados pretendidos.

Figura 4.2 — Aspeto dos tubos de ensaio apds reacdo de precipitacdo de CaCOa.

A lavagem dos tubos apds ensaio, de maneira a retirar o carbonato de célcio depositado, é
realizada com uma solucéo de &cido cloridrico diluido para 25%.

4.2.3 Tratamento de dados

A massa experimental (me) de CaCOs corresponde a soma de duas parcelas: o precipitado
presente no tubo de ensaio e o precipitado retido no papel de filtro. Os dados sdo tratados numa
folha de célculo e apresentados graficamente.
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Nestes graficos é também tracada uma linha, denominada “linha tedrica”, que expressa a massa
tedrica (m¢), em gramas, que seria obtida para cada concentracdo equimolar de reagentes, caso
a precipitacao tivesse um rendimento de 100%.

m,=C*M=xV 4.1)

A massa tedrica (equacao 4.1) é dada pela multiplicacdo da concentracédo (C) de reagentes ureia-
CaCl> em mol/L, pelo volume da solu¢do em causa (V) em litros e pela massa molar (M) do
CaCOs, que é de 100,087 g/mol (Neupane et al., 2013). Esta linha permite observar
graficamente a taxa de precipitado atingida em cada amostra ensaiada, que € dada pelo
quociente entre a massa experimental e a massa tedrica.

4.3 Preparacédo dos provetes de solo

Seguidamente descreve-se 0s procedimentos inerentes a preparacédo laboratorial dos provetes,
desde a sua producao até ao final da cura.

4.3.1 Aparelhos e utensilios

Para a preparacao laboratorial dos provetes de solo utilizam-se, para além dos materiais
referidos em 4.2.1, os materiais/utensilios descritos em seguida:

— Moldes de PVC cilindricos; — Balanca (limite erro £0.001 g);
— Pilao de compactacdo leve; — Capsulas;

— Vaselina; — Estufa (temperatura 105°+5°);
— Fita-colg; — Exsicador;

— Tabuleiros; — Sacos plasticos;

— Espatulas; — Etiquetas;

— Garfo metalico; — Extrator de provetes hidraulico;
— Micro pipeta.

4.3.2 Preparacgao da solugéo estabilizadora

Nesta seccao descreve-se a preparacao da solucéo estabilizadora (H20, ureia, CaCl; e urease),
gue sera posteriormente misturada no solo.

Nos provetes em que a cura e feita em ambiente, a solucdo estabilizadora segue o procedimento
de 4.2.2, com a excegdo de néo se filtrar a enzima urease antes da mistura com a solugéo de
ureia-CaCL.. Como a enzima do lote utilizado nesta seccdo se dissolve em agua, a filtragéo
deixa de ser necessaria.

Nos provetes em que a cura é feita em cdmara humida, introduziu-se uma alteracdo no
procedimento anterior, em virtude da enzima poder desnaturar ao ser mexida num grande
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volume de &gua destilada, isto é, pode ocorrer perda de atividade. Assim, enzima é utilizada
conforme as instrugdes de preparacdo do fabricante, sendo adicionada a uma solucdo tampéao
de fosfato de sodio 0,2 M, com uma concentracdo de 10 mg/mL. Ou seja, prepara-se a solucdo
de ureia-CaCl> com uma dada concentracdo final, em que a urease é introduzida com uma micro
pipeta sobre essa solucdo (o acréscimo de volume é na ordem dos microlitros, sendo
desprezavel na solucéo final).

4.3.3 Caracteristicas dos provetes

As dimens@es dos provetes de solo reproduzidos neste estudo sao de 37 mm de diametro (D) e
76 mm de altura (h). Estes valores correspondem a uma razéo h/D=2:1, estando de acordo com
anorma NP EN 12390-1 (2010).

Para o referido didmetro do provete, a maxima dimensao das particulas do solo deve ser inferior
a 3,35 mm (Head, 1982). Nas condicdes do solo em estudo, deve assim adotar-se a fracdo de
solo passada no peneiro ASTM de malha quadrada 2 mm (n°10), ao qual correspondem 84,52%
da fracdo granulométrica total (ver item 3.1.1).

De maneira a possibilitar uma satisfatoria reprodutibilidade dos provetes, procedeu-se a sua
compactacdo. A energia é a correspondente ao ensaio Proctor normal (descrito em 3.1.3), de
maneira a obter o peso voliimico seco maximo (17,3 kN/m?) para um teor de humidade de 12%.
Como as dimensbes do molde usado nesse ensaio Proctor sdo superiores as dimensfes dos
provetes reproduzidos, foi necessario, para obter o peso volimico seco maximo, adotar em cada
provete o enchimento com 8 camadas de solo, compactado com 4 pancadas por camada.

4.3.4 Procedimento utilizado em provetes compactados

Um dos processos de preparacao dos provetes de solo engloba a compactacdo do solo com a
energia de compactacdo justificada em 4.3.3, com base na especificacdo E197 (1966), LNEC.
A compactacao do solo para a reproducao de provetes € feitaem moldes de PVVC com as mesmas
dimens0es destes (D=37 mm e h= 76mm), de maneira a evitar o acerto de altura apos cura, que
pode introduzir alteragdes mecanicas na amostra.

Na Figura 4.3 estd representado um esquema ilustrativo da compactacdo do solo. Numa
primeira fase, coloca-se uma camada fina de vaselina nas paredes interiores dos tubos de PVC,
com o objetivo de facilitar a extracdo do solo pos cura. Estes sdo obturados, com papel de filtro
e fita-cola, na abertura inferior, para evitar perdas de material. E usada uma alonga no topo
superior do molde para evitar desperdicios de material e permitir uma compactacéo vertical.
Apds isto, o provete é fixado numa base rigida.

Na segunda fase, para a preparacao do solo num tabuleiro antes da compactacéo, pesam-se 180
gramas de solo seco ao qual se mistura um determinado volume de soluc¢ao aquosa, dependendo
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do teor em humidade pretendido. A mistura do solo é feita manualmente, com sucessivos
esquartelamentos em direcdes cruzadas, de maneira a garantir a homogeneidade do material.
De seguida dispde-se 0 solo em cord&o e divide-se em 8 partes sensivelmente iguais.

|Pi|§o de compactacéo Ieve)

sensivelmente iguais.

/' 2) Divisdo em 8 partes \‘ ' £1zzin

1) Mistura manual homogénea de n Tobo metahd

180 g de solo seco e solugdo aquosa. If I —

o
W
=
=
i
=]
=
oz}
[

4} Retirar tubo

. 3) Apiloar com 4
metalico.

7) Retirar a alonga e
pancadas/camada.

Iy 5) Escarificar com
rasgar as superficies.

garfo metalico.

6) Colocacdo da proxima camada. Repeticédo
dos passos 3,4 e 5 para as restantes camadas.

Figura 4.3 — Esquema ilustrativo do procedimento de compactacao dos provetes.

Na terceira fase, inicia-se a compactacdo de uma das camadas, com 4 pancadas do pildo leve
usado no ensaio Proctor. Como as dimens@es da base do pildo sdo superiores as do molde de
PVC € necessario usar um tubo metalico com as mesmas dimensdes do molde de PVC que
transmita a energia aplicada de forma uniforme sobre a superficie de solo a compactar.

A camada € em seguida escarificada com um garfo metalico, de maneira a criar uma superficie
rugosa para a aplicacdo da segunda camada. Repete-se o procedimento até a formacéo da oitava
camada, onde esta ultima deve exceder o bordo superior do molde.

Por fim, retira-se a alonga e a obturagéo inferior do provete, e rasgam-se cuidadosamente, com
uma espatula, as superficies dos topos do provete, preenchendo-se qualquer concavidade
formada com solo.
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4.3.5 Procedimento utilizado em provetes sujeitos a percolagdo ascendente

Outro processo de preparacdo dos provetes é descrito neste ponto. Esse processo consiste em
submeter o solo a uma percolagdo ascendente com a solugcdo aquosa (que contém o material
estabilizador).

A compactacao inicial dos provetes é idéntica a descrita em 4.3.4, ou seja, 0 solo antes de ser
injetado € compactado com o procedimento descrito no item anterior, mas com agua ao inves
de solucdo estabilizadora, para o teor em agua de 12% (teor de humidade 6timo). O solo
mantém, assim, a mesma densidade dos provetes que sdo reproduzidos nessas condicdes.

Apds ser compactado, é seco durante 3 dias numa estufa a 50°C, com o objetivo de anular o
teor em humidade. Ao fim desse tempo €é percolado de uma forma ascendente com solucgéo
aquosa, com uma diferenca de carga hidraulica de 25 cm, aproximadamente durante 15 minutos.
O esquema de percolacdo ascendente no solo pode ser observado na Figura 4.4.

N

AH=25cm

Figura 4.4 — Esquema ilustrativo da percolacdo ascendente.

4.3.6 CondicOes de cura dos provetes de solo

Apbs a preparacdo dos provetes de solo, quer os provetes compactados para um determinado
teor em solucdo estabilizadora (item 4.3.4), quer os compactados e percolados com solugédo
estabilizadora (item 4.3.5), sdo sujeitos a um tempo de cura.

Neste estudo, foram também considerados dois tipos de condicdes de cura, um em ambiente e
outro em camara termohigrométrica (também designada de camara humida). A primeira, em
ambiente, remete para a colocacdo dos provetes, revestidos pelo tubo PVC, assentes numa
superficie horizontal, em que o topo superior do provete fica em contacto direto com o ambiente
envolvente (temperatura de 20+2°C e humidade relativa de 60+£15%).
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A segunda, em camara himida, engloba a colocagéo dos provetes no interior de sacos plasticos,
sendo armazenados na camara termohigrométrica (temperatura de 20+2°C e humidade relativa
de 95+£5%) durante o tempo de cura definido.

No final do periodo de cura, os provetes sdo desmoldados com o auxilio de um extrator
hidraulico, e submetidos a ensaios de compressdo simples (UCS), para avaliar as caracteristicas
mecanicas.

4.4 Ensaios de Compresséao Simples (UCS)

Esta seccdo descreve a metodologia correspondente aos ensaios de compressao ndo confinada.
Na auséncia de documentos normativos que definam as condic¢des de execucdo dos ensaios e
os critérios de conformidade para o material em estudo, adaptaram-se as normas europeias
especificas para o betdo (NP EN 12390-3 (2011)).

441 Procedimento de ensaio

Apbs o término do tempo de cura, o provete é desmoldado, recorrendo ao extrator hidraulico,
e colocado na prensa WYKEHAM FARRANCE LTD Tristar 5000kg Stepless Compression Test
Machine (Figura 4.5).

Legenda:

1) Célula de carga

2) Placa de topo rigida

3) Provete cilindrico

4) Base rigida

5) Transdutor de deslocamentos

Figura 4.5 — Aspeto da realizagdo de um ensaio UCS.
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A velocidade de ensaio, que tem dbvios reflexos na resisténcia & compresséo néo confinada, foi
fixada em 0,76 mm/min, ou seja, 1%/min referido & altura da amostra. A adogdo deste valor
encontra-se no intervalo de 0,5 a 2%/min indicado pela norma ASTM D2166 (2000).

O sistema automatico de aquisi¢do de leituras é constituido por uma célula de carga e um
transdutor de deslocamento. Os valores registados, num periodo de tempo fixado em 3
segundos, sdo convertidos em forca e deslocamento através do software “Triax”, desenvolvido
na Universidade de Durham, em Inglaterra (Toll, 1990).

4.4.2 Tratamento de dados

A partir dos valores de forca (F), da variacdo do deslocamento vertical (Ad,) e das dimensfes
dos provetes - didmetro da seccdo transversal (D) e altura (h) — expressa-se, numa folha de
calculo, o valor da tensdo de compressdo (equacdo 4.2) e da extensdo axial (equacdo 4.3) em
cada instante (Head, 1982).

A tensdo axial é dependente da forca medida na célula de carga e da &rea da seccéo transversal.
Quanto a forca medida diretamente na célula de carga, assume-se que 0 erro resultante da sua
leitura é desprezavel. Em relacdo a area transversal da amostra, esta deve ser corrigida (Acorr)
fruto das deformacdes radiais que ocorrem durante o ensaio (equacédo 4.4) (Head, 1982).

F

qu = Acorr (4.2)

g, ==X 100 (4.3)

A — ™D (4.4)
corr — 4 (1_%) .

Depois destes parametros calculados pode-se representar a curva tensao-extensao axial (qu-a)
para cada um dos provetes submetidos a ensaios UCS, onde, quando necessario, procede-se a
eliminacdo do bedding-error. A rotura € caracterizada pelo valor méximo de tensdo de
compressio do provete, sendo representada por gu™.

45 Ensaios SEM e XRD

Para identificar a presenca de CaCOz nas amostras de solo bioestabilizado e em tubos de ensaio
sdo realizados ensaios XRD. Para as amostras de solo, adicionalmente, sdo realizadas
fotografias microscopicas com analise quimica, ensaio SEM. Os ensaios referidos s&o
realizados no Instituto Pedro Nunes.
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O equipamento utilizado nos ensaios XRD é Philips X Pert, onde a fonte de raio X é uma
ampola de cobalto (kal= 1.78897 A). A gama de angulos ¢ de 5 a 80° onde as leituras sdo
executadas com intervalos de um segundo e um incremento de 0,025°. Apds o ensaio, 0S
resultados sdo comparados com uma base de dados (ICDD), de maneira a verificar a existéncia
de cristais de CaCOsa.

O equipamento utilizado nos ensaios SEM é um microscdpio eletrénico de varredura Zeiss
Merlin Compact/VPCompact. A andlise quimica associada é realizada por um sistema de
espectrometria por raios X por energia dispersiva, da marca Oxford, X-Maxn.

4.6 Plano de ensaios

Neste subcapitulo é apresentado o plano de ensaios laboratoriais. Esta dividido em trés sec¢oes,
uma que remete para a precipitacdo de CaCOz em tubos de ensaio, outra para 0s provetes de
solo compactados, e a Ultima que aborda os provetes de solo submetidos a percolacéo.

4.6.1 Precipitacdo de CaCO3z; em tubos de ensaio

O plano de ensaios da precipitacdo de CaCO3s em tubos de ensaio engloba a quantificagdo em
peso do precipitado formado em funcéo da concentracdo equimolar dos reagentes ureia-CacCls,
da quantidade de urease e do tempo de reacdo. O plano esta representado no Quadro 4.1.

Quadro 4.1 — Plano de ensaio para a precipitacdo de CaCO3 em tubos de ensaio

Dosagem de urease (kU/L)
1 4 8
0,25 0 0 +A0X + A0
Concentracéo de 02 0 0 rAOX +A0
ureia-CaCl, (mol/L) |—2.° 0 0 *AOX tAO
1 0 0 +AO0X +AO0
1,25 0 0 +A0X + A0
Legenda do tempo de reagdo: “+” 1 dia; “A” 7 dias; “0” 14 dias; “Xx” 28 dias

Os ensaios de difragédo de raio X s&o realizados para duas amostras de precipitado com 1 e 7
dias de tempo de reacéo, provenientes de solugdes com concentracdo equimolar de ureia-CaCl»
de 0,5 mol/L e uma concentracéo de urease 4 kU/L.

4.6.2 Provetes de solo compactados

Apos a analise de resultados da precipitagdo de CaCOz em tubos de ensaios, procedimento
descrito em 4.2, definiu-se para o “ensaio base” as seguintes caracteristicas: 0,75 mol/L de
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solucdo equimolar de ureia-CaCl,, 4 kU/L de enzima urease, 12% de teor em solugéo aquosa e
14 dias de cura.

Os parametros de ensaio (tempo de cura, concentracdo de reagentes e da enzima urease e teor
em solugéo estabilizadora) variam em torno dos valores do ensaio base.

O conjunto de ensaio consiste em fazer variar um dos fatores do ensaio base, mantendo os
restantes constantes. O plano de ensaios pode dividir-se em 4 subplanos, correspondente cada
um a variacao de um desses fatores:

A) Variacdo do teor da solucéo estabilizadora (8-10-14-16-18 %).

B) Variacdo da quantidade de urease (1-2-8-12-24 kKU/L).

C) Variagédo do tempo de cura (1-3-7-14-21-28 dias).

D) Variagdo da quantidade de reagentes (0,063-0,125-0,25-0,5-1,0-1,25 mol/L).

Quadro 4.2 - Plano de ensaios dos provetes compactados.

Concentracéo .| Teor em| Tempo |_Condicdes de cura
. Concentragdo . -
Subplano Nome | ureia-CaCl, urease (KU/L) solugdo | de cura Ambiente Cémara
(mol/L) (%) (dias) Hdmida
sem SE_8 0 0 8 14 X
estabilizacdo SE_12 0 0 12 14 X X
SE_16 0 0 16 14 X
Ensaio base | BASE 0,750 4 12 14 X X
- A8 8 X X
A. Variagéo A_10 10 14 X
ol [A| om0 |4l "
estabilizadora A 18 13 X
B 1 1 X
B. Variagéo B_2 2 X X
da quantidade | B_8 0,750 8 12 14 X X
de urease B 12 12 X X
B_24 24 X
c1 1 X
C. Variagéo C3 3 X
do tempo de C_7 0,750 4 12 7 X
cura c.21 21 X
C_28 28 X X
D_0,063 0,063 X
D. Variagio D_0,125 0,125 X X
' . D_0,250 0,250 X X
djeqr‘ézggg?fse D_0500 | 0,500 4 12 14 X X
D_1,000 1,000 X X
D_1,250 1,250 X X
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Os planos encontram-se detalhados no Quadro 4.2. Nesse Quadro, 0s ensaios a realizar para as
duas condicdes de cura, ambiente ou em cadmara humida, estdo assinaladas com um “X”.
Repare-se que a nomenclatura utilizada é composta pela designacdo do subplano de ensaio
correspondente, seguido do fator a variar de acordo com o subplano a que se refere (p.ex: A_8
corresponde ao plano de ensaios “A) Variagdao do teor da solucao estabilizadora”, no qual se
altera o teor em solucao de 12% para 8%.

E de referir que cada combinac&o é repetida para verificar a reprodutibilidade. Para a cura em
ambiente, a repeticdo € de 3 provetes por combinagdo. Quando os provetes sdo colocados na
camara humida a repeticdo é igual a 2.

4.6.3 Provetes com percolagdo ascendente no solo

Nesta secc¢ao apresenta-se 0 plano de ensaios da percolacdo no solo, detalhado no Quadro 4.3.
Novamente, 0s ensaios a realizar para as duas condi¢Ges de cura, ambiente ou em camara
himida, estdo assinaladas com um “X”.

A nomenclatura utilizada é composta pela designacdo do plano de ensaio correspondente,
seguido da concentracdo de ureia-CaCl> e da concentracdo de urease (p. ex: P_0,25 4,
corresponde ao plano de percolacédo, com 0,25 mol/L de ureia-CaCl, e 4 KU/L de urease).

Os provetes, quando submetidos a uma cura em ambiente, a repeticdo € igual a 3, quando
colocados na camara himida a repeticdo é de 2 provetes por combinacéo.

Quadro 4.3 - Plano de ensaios dos provetes sujeitos a percolacao.

Concentragdo | ~ . tragio Tempo | CondicBes deAcura
Subplano Nome ureia-CaCl2 urease (KU/L) de cura Ambiente Camara
(mol/L) (dias) Hlmida
Sem estabilizagdo SE00O0 0 0 X
P 0,25 4 4 X
P 0,25 8 0,25 8 X
percolago P 0,25 12 12 14 X
P_0,75 4 4 X
P_0,75_8 0,75 8 X
P 0,75 12 12 X X
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5 ANALISE DE RESULTADOS

5.1 Introducéao

Neste capitulo apresentam-se e criticam-se os resultados obtidos nos ensaios realizados para o
estudo da influéncia da enzima urease e dos reagentes ureia e CaCl, no processo de precipitacdo
de CaCOz, em tubos de ensaio e quando adicionados ao solo, de modo a promover a sua
bioestabilizacao.

Na préxima secc¢do, que engloba os resultados da precipitacdo de carbonato de calcio em tubos
de ensaio, 0s parametros objeto do estudo sdo a dosagem de enzima urease, a concentracdo de
ureia-CaCl, e o tempo de reagdo de precipitacdo. Segue-se uma sec¢cdo com 0s resultados
laboratoriais dos provetes compactados com cura em camara himida e outra seccdo para as
amostras curadas em ambiente. Por ultimo, apresentam-se os resultados dos provetes sujeitos a
percolacdo nas duas condicdes de cura referidas.

5.2 Precipitacdo de CaCOs em tubos de ensaio

Nesta seccdo apresentam-se os resultados do doseamento da enzima urease e do efeito do
tempo, bem como a sua interacdo com a concentracdo dos reagentes ureia-CaCly.

Aa Figura 5.1 ilustra, para um tempo de reacdo de 14 dias, a influéncia da dosagem da enzima
urease (entre 1 e 8 kU/L) e da concentracdo de ureia-CaCl, na quantidade de CaCOs
precipitado, observando-se com o acréscimo de urease (para a mesma concentracdo de ureia-
CaCl,) o aumento da quantidade de material precipitado.

Nota-se ainda que existe um efeito inibidor na enzima urease para concentracdes de ureia-CaCly
mais elevadas, levando a que a massa precipitada se afaste da “linha teorica”, i.e., sendo inferior
ao valor tedrico de uma reacdo de precipitacdo completa (abordado em 4.2.3). Repare-se que
caso ndo existisse essa inibicdo, por exemplo, na curva de 1 kU/L todas as concentracGes
estudadas conseguiriam formar um valor igual ou superior a concentracdo mais baixa em
estudo, 0,25 mol/L. Este efeito de inibicdo da atividade da urease quando a concentracéo de
ureia-CaCl, é muito elevada foi também observado por Yasuhara et al. (2012).

Para uma concentragéo de 0,25 mol/L de ureia-CaCl. basta 1 kU/L de urease para se precipitar
praticamente a totalidade dos reagentes e para uma concentracdo de 0,75 mol/L ja é necessario
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uma quantidade de enzima de 8 kU/L. Assim, o aumento da quantidade de reagentes requer,
para 0 seu consumo, um aumento da quantidade de enzima urease, de forma a desencadear
taxas de precipitacdo mais proximas da linha tedrica.

%k
Zz=
\

\

Condices base: .
T=20° Y
Tempo = 14 dias o

Volume =20 mL
M(CaCO3)= 100,087 g/mol

maximo
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=
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Massa CaCO3 precipitado (g)
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0 0,25 0,5 0,75 1 1,25

Concentracdo final de CaCl2-ureia (mol/L)

Figura 5.1 — Quantificacdo de CaCOs precipitado em tubos de ensaio: Influéncia da
quantidade de urease com a concentracdo de ureia-CaClo.

Na globalidade, a Figura 5.1 sugere existir uma concentragcdo 6tima para cada curva de urease
para a qual se atinge uma massa de CaCO3z maxima. Assim, para 1, 2, 4 e 8 KU/L de urease
corresponde uma concentracdo Otima de ureia-CaCl> de 0,25, 0,5, 0,75 e 1 mol/L,
respetivamente.

N
w

Condicdes base: N
T=20° N T
urease = 4 kU/L ﬁ . <
Volume =20 mL
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Concentragdo final ureia-CaCl, (mol/L)

Figura 5.2 — Quantificacdo de CaCOs precipitado em tubos de ensaio: Influéncia do tempo de
reacdo com a concentragéo de ureia-CaCly.

Na Figura 5.2 apresenta-se, para a quantidade de reagentes em estudo, a influéncia da variacdo
do tempo da reacédo de precipitagdo (1, 7, 14 e 28 dias) na quantidade de material precipitado,
para uma quantidade de urease de 4 kU/L. Pode-se reter que a formacédo de carbonato de célcio
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é crescente no tempo, sendo um processo mais expressivo nos primeiros 7 dias, obtendo-se uma
quantidade de CaCOz semelhante ao valor tedrico para concentragcdes mais baixas.

Para concentracOes de reagentes superiores a 0,75 mol/L ainda se verifica um potencial de
crescimento aos 28 dias, obtendo-se uma curva de 4 KU/L aos 28 dias proxima da curva de 8
KU/L aos 14 dias (Figura 5.1), exibindo assim um efeito benéfico do tempo no processo
quimico.

2,5 Condicdes base: N P
T=20° *\J,* -
2 Volume =20 mL = Yo
Wy &

M(Caco3) =100,087 g/mol

‘I—‘
(6]

===-tempo =1 dia
....... tempo = 7 dias
—— tempo = 14 dias

[

Massa de CaCO3 precipitado (g)

I maximo # N/

média W £ __Be---mmT T @R )
0,5 minimo @EEz22 2l e @ mmmmmemmne @ __ 4 kU R

s 5 T T -1
” ""/‘L-O
”~
0 =

0 0,25 0,5 0,75 1 1,25

Concentracdo final de CaCl2-ureia (mol/L)

Figura 5.3 — Quantificacdo de CaCOs precipitado em tubos de ensaio: Influéncia do tempo de
reacao e da quantidade de urease com a concentracdo de ureia-CaCly.

Da mesma forma, na Figura 5.3, apresentam-se as curvas de variacdo do tempo de reacao (1, 7
e 14 dias) para duas dosagens de urease, 4 e 8 kU/L. Constata-se a existéncia do aumento de
precipitacdo com o aumento de urease e com 0 tempo. Anota-se que para uma dosagem de
urease de 8 kU/L, a massa de CaCOs3 precipitada aproxima-se da linha teérica, conduzindo a
melhores resultados ao fim de 7 dias do que uma dosagem de 4 kU/L aos 14 dias. Ou seja, para
estes niveis de dosagem, o aumento da quantidade de urease revela-se mais eficaz do que o
aumento do tempo de reacéo.

Os ensaios XRD (Figura 5.4), realizados para duas amostras do material precipitado nos tubos
de ensaio, com concentracdo de ureia-CaCl, de 0,5 mol/L e com uma dosagem de urease de 4
kU/L, para os tempos de reacdo de 1 e 7 dias, corroboram que o precipitado formado é CaCQOs,
sendo identificados como calcite e vaterite.
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1 Amostra 1 dia
Amostra 7 dias
1 72-1937 Calcite
72-0506 Vaterite

Contagem
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Figura 5.4 — Resultados de ensaio XRD em amostras de tubo de ensaio.

Os resultados apresentados nesta seccao ddo uma ideia do comportamento enzimatico no tempo
e a sua interagdo com diferentes concentragdes de ureia-CaCl,, bem como uma informacao da
quantidade de CaCOz precipitado.

E de referir que estes valores permitiram definir o ensaio base para os provetes de solo, embora
ndo devam ser diretamente extrapolaveis para esses ensaios, onde as caracteristicas como a
granulometria do solo, o seu pH ou as impurezas presentes podem modificar as condi¢des de
ensaio e, consequentemente, os valores da quantidade de precipitado.

5.3 Provetes compactados com cura em camara humida

Nesta seccdo apresentam-se 0s resultados dos ensaios UCS para os provetes de solo
compactados com cura em camara humida.

Para a andlise de resultados assume-se que a quantidade de CaCOs precipitado no solo, no
processo de bioestabilizacdo, é diretamente proporcional ao aumento da resisténcia mecanica e
da rigidez, visto que a medicao efetiva da quantidade de precipitado estd fora do ambito deste
estudo, por requerer metodologias quimicas especificas.

Essa hipdtese deve ter em conta que existem outros fatores que podem influenciar os ganhos de
resisténcia mecanica, entre os quais a distribuicdo uniforme do CaCOs no provete, 0 teor em
humidade de ensaio, a propria variabilidade do material terroso e as condi¢Ges de preparacdo
de cada provete.
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Quadro 5.1 — Resumo dos resultados dos ensaios UCS com cura em camara humida.

. o Euso Winicial Wrinal
Subplano Ensaio (qua) (MPa) (%) %) pH
SE81 18,3 1,6 1,7 7,6
SE 82 23,0 0,7 7,2 7,8
e SE 12 1 15,5 0,9 11,3 11,4
Sem estabilizacdo SE 122 207 10 111 116 8,4
SE 16 1 28,4 1,6 17,3 13,6
SE 16 2 33,6 2,6 17,4 14,1
Base BASE_1 26,0 1,6 10,0 10,4 7,7
BASE 2 31,0 1,6 9,4 11,8 7,6
. AS81 33,4 1,2 6,4 7,7 7,6
A'\g?nr ':‘gﬁj’ggg or A 82 | 157 16 67 | 103 | 7.7
conbilontors | AL61 | 389 2.7 16,1 12,6 77
A 16 2 43,8 2,2 15,8 11,8 7,6
B21 25,7 15 10,3 11,2 7,8
B22 23,3 1,2 10,3 11,0 7,8
i3CA0 d B81 31,2 2,4 10,1 10,2 1,7
E;u;:]?{é:‘éaeo dea B82 | 31,1 2,2 10,5 10,4 7,7
urease B 121 28,6 2,5 10,8 11,3 7,7
B 12 2 33,3 2,0 10,5 12,1 1,7
B 241 25,7 2,2 11,4 10,7 1,7
B 242 30,6 2,2 115 11,2 1,7
CcC1l1 18,1 1,1 10,6 10,9 79
C1l2 26,0 15 10,2 10,6 7,8
c31 33,4 1,3 10,8 11,2 79
C32 23,3 1,8 11,0 10,9 79
C - Variagdo do Cr71 33,7 2,0 10,2 10,5 75
tempo de cura Cr72 36,3 2,7 10,6 10,7 7.5
c211 33,6 1,7 10,3 10,6 7,5
C212 33,6 1,6 10,3 10,4 7,5
c281 36,0 1,9 10,2 10,8 7,6
C 282 33,7 2,3 10,3 10,9 7,6
Cc 01251 17,9 0,8 11,0 11,7 8,0
C 0,125 2| 25,6 0,8 11,4 14,7 79
C 0,250 1 20,7 1,0 11,3 11,2 7,8
C C 0,250 2 28,2 1,4 11,2 11,2 7,8
%u;;flgg‘éaeo d‘ia C 0,500 1] 283 14 9.9 13,6 7.7
reagentes C 0,500 2| 23,2 1,0 10,6 11,0 7,7
C 10001 331 1,4 10,3 10,6 7,6
C 1,000 2| 23,0 1,0 10,7 10,3 77
C 1250 1| 233 14 11,1 9,9 75
C 1,250 2| 20,6 1,3 10,7 10,3 7,4

O Quadro 5.1 apresenta os valores da resisténcia & compressdo ndo confinada na rotura (qu™),
do modulo de deformabilidade para 50% da carga de rotura (Eyso), dos teores em humidade
inicial e final e do pH.
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Os valores de pH s&o realizados de acordo com o procedimento descrito em 3.1.6.

5.3.1 Variagdo da quantidade de urease

Na Figura 5.5 apresentam-se os resultados que retratam a influéncia da quantidade de urease
na resisténcia (qu) e do modulo deformabilidade (Euso) de solo estabilizado por via enzimatica,
mantendo constante a concentracdo de ureia-CaCly.

Em termos médios, observa-se com o aumento da quantidade de urease o incremento da tenséo
ultima (qu) e do moédulo de deformabilidade (Euso), até um valor de 8kU/L, seguindo-se um
patamar aproximadamente horizontal ou com uma ligeira descida (para qu).

Considerando que o aumento de resisténcia mecanica é proporcional ao aumento de CaCOg3, a
Figura 5.5 sugere que 8 KU/L de urease sdo suficientes para otimizar a maior massa de
precipitado nestas condicdes.

N 2,4 g
E 2
S 1,6
LN
> 1,2
0,8
35
30
o 25
o
= e
2 20 Cono.llcoes iniciais:
ureia-CaCl, = 0,75 mol/L
15 maximo t(cura)=_14fla§
f médio Ticura) = 2042 °C
(i w=12%
10 minimo
0 4 8 12 16 20 24

Variagdo da quantidade de urease (kU/L)

Figura 5.5 — Ensaios UCS: Evolugéo de qu e Euso com a variagéo da quantidade de urease.

Na Figura 5.6 estdo representadas as curvas tensdo-extensdo axial do presente subplano,
evidenciando a existéncia de um troco linear elastico até a rotura, seguido de uma descida
progressiva da capacidade resistente, em resultado da degradacdo progressiva da
biocimentacao.
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Figura 5.6 — Ensaios UCS: Curva tensdo-extensdo axial para o subplano B.

5.3.2 Variacéo da concentracdo de ureia-CaCl-

A influéncia da concentracdo de ureia-CaCl, no comportamento mecénica do solo
bioestabilizado (Figura 5.7) mostra, em termos médios, uma melhoria da resisténcia e rigidez
até uma concentracdo de 0,75 mol/L, decrescendo ap6s 1 mol/L.

17 o
& 14
211
o Q
£0,8 o
w
0,5
35
30
< 25
[a '8
= o
2 20 Condicées iniciais:
urease = 4 kU/L
15 maximo Yeura) = 14 da\(/)s
f médio Ticura) = 2042 °C
. w=12%
10 minimo o
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25

Variagdo da concentragdo de reagentes ureia-CaCl, (mol/L)

Figura 5.7 — Ensaios UCS: Evolugéo de qu e Euso com a variagdo de ureia-CaClo.

Observa-se uma tendéncia semelhante ao obtido no estudo com tubos de ensaio ao fim de 14
dias (Figura 5.2). Assumindo que o aumento de tenséo ultima esté diretamente relacionado com
a quantidade de CaCOs precipitado, essa tendéncia revela também que existe um efeito de
inibicdo da enzima urease para valores de ureia-CaCl» superiores a 1 mol/L.
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40 D 0,125 1 ——D_0,250_1 ——D_0,500_2
35 ——BASE_2 ——D _1,000_1 D_1,250 2

€, (%)

Figura 5.8 — Ensaios UCS: Curva tensao-extensao para o subplano D.
Na Figura 5.8 estdo representadas as curvas de tensdo-extensdo axial, observando-se para a

curva D_1,000_1 uma descida mais suave da resisténcia pds-pico.

5.3.3 Variacéo do tempo de cura

A Figura 5.9 retrata a influéncia do tempo de cura no processo de bioestabilizacao.

2,7
2,2 §

©
o
217 16} a
2
31,2
0,7
40
35 §
30
/{E . ~ . . - .
< s Condicdes iniciais:
& urease= 4 kU/L
20 ureia-CaCl,= 0,75 mol/L
i maximo T(cura)= 20+2 °C
f medio Wopr= 12%
minimo
10
0 7 14 21 28

Tempo de cura (dias)

Figura 5.9 — Ensaios UCS: Evolugéo de qu e Euso com a variagdo do tempo de cura.

Constata-se, em termos globais, que o aumento da resisténcia mecéanica é mais notorio nos
primeiros sete dias, seguindo depois uma tendéncia crescente menos acentuada. Estes
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resultados corroboram os ilustrados na Figura 5.2 com tubos de ensaio, em que a maior parte
do precipitado se forma nos primeiros sete dias, seguindo-se um crescimento menos acentuado
com o aumento do tempo.

Na Figura 5.10 estdo representadas as curvas de tenséo-extensdo axial do presente subplano de
ensaios, revelando um comportamento semelhante ao descrito na Figura 5.6.

40 —cC11
35 ——C32
—cC7.1
BASE_2
—C212
—cC281

q, (kPa)
N
o

Figura 5.10 — Ensaios UCS: Curva tensdo-extensdo para o subplano C.

5.3.4 Variagdo do teor em solugéo estabilizadora

A variacdo do teor em solucdo estabilizadora, retratada na Figura 5.11, mostra que o solo
estabilizado apresenta uma melhoria das caracteristicas mecanicas (qu e Euso) com 0 aumento
do teor em solucéo estabilizadora.

Em termos médios, existem maiores ganhos relativos para um teor em solucdo de 12 e 16%,
em relacdo a 8%, revelando, como seria de esperar, um aumento da precipitacdo de CaCOa.

Os ganhos efetivos com 12 e 16% de teor em solucdo estabilizadora sdo aproximadamente
idénticos, para um tempo de cura de 14 dias.

Para um teor em solucdo superior, as reacGes quimicas podem dar-se de forma mais lenta, sendo
que o efeito tempo pode contribuir para a melhoria das propriedades mecanicas da mistura
bioestabilizada.
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Solo estabilizado
---------- Solo ndo estabilizado

20
15 urease = 4 kU/L
10 E méximo ureia-CaCl, = 0,75 mol/L

q, (kPa)

médio T(cura) =20+2 OC
minimo t(cura) = 14 dias

6 8 10 12 14 16 18
Teor em solugdo introduzido (%)

Figura 5.11 — Ensaios UCS: Evolucéo de qu e Eyso com o teor em solucéo.

Na Figura 5.12 estdo representadas as curvas de tensdo-extensdo axial do presente subplano de
ensaios, onde se observa o claro aumento de gy € Euso com 0 aumento da solucéo estabilizadora.

520

q, (kPa)
PN

€, (%)

Figura 5.12 — Ensaios UCS: Curva tensdo-extensdo para o subplano A.

A Figura 5.13 mostra a sobreposi¢do dos resultados dos ensaios XRD realizado sobre uma
amostra de solo natural e outra de solo bioestabilizado (provete A_16_2).
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Embora o ensaio sobre o solo natural indique j& a presenca de particulas de carbonato de célcio,
constata-se a existéncia de um ligeiro aumento dos picos homdélogos de calcite e vaterite no
solo bioestabilizado, confirmando o efeito da bioestabilizacéo.

2000+

Solo natural
A_16_2

72-1937 Calcite
72-0506 Vaterite

Contagem

1000+

“2Theta

Figura 5.13 — Ensaio XRD do solo natural e do solo bioestabilizado (provete A_16_2)

5.3.5 Variac¢éo do pH

Na Figura 5.14, interpreta-se que o aumento da concentracdo de ureia-CaCl, promove a
diminuicdo do pH do solo natural, aproximando-se de um solo neutro.

8,4

8,2

7,8
7,6

7,4

’

0 0,25 0,5 0,75 1 1,25
ureia-CaCl, (mol/L)

Figura 5.14 — Evolucdo do pH com a concentracdo de ureia-CaCL..

Na Figura 5.15, agrupando os ganhos de resisténcia do ensaio base e dos subplanos de ensaios
B e C, em que a concentracdo de ureia-CaCl, é de 0,75 mol/L, observa-se uma tendéncia
crescente da resisténcia maxima a compressao uniaxial, com a reducao do pH do solo.

Na equacdo 1.4, existe, numa primeira fase, um aumento de pH que favorece a formacéo do ido
carbonato. Quando a reagdo se processa ocorre 0 consumo dos produtos envolvidos que
promovem a acidificacdo do meio (equacdo 1.5), originando a redugédo de pH. Assim sendo, a
diminuicdo de pH observado na Figura 5.15 pode indicar que, numa segunda fase (equacéo 1.5)
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possa ocorrer a formagéo de maior quantidade de CaCOg, associada, por sua vez, a um aumento
da resisténcia mecanica.

40,0
A A
..... 35,0
A = A“._..-"'“ A
L RN 30,0
........... ] ’
...... A O 25,0
A = T
a
20,0 x<
A A Subplano C o
15,0
M Subplano B
10,0
O Base
) o 5,0
-------- Linear (Tendéncia global)
0,0
8,0 7,9 7,8 7,7 7,6 7,5 7,4 7,3

pH

Figura 5.15 — Evolucdo de qu com o pH para o ensaio base e subplanos B e C.

5.4 Provetes compactados com cura em ambiente

Nesta seccao apresentam-se 0s resultados de ensaios UCS em provetes compactados com cura
em ambiente. A resisténcia a compressao simples ndo confinada e o modulo de deformabilidade
sdo representados graficamente para os subplanos de ensaios descritos em 4.6.2.

5.4.1 Variacdo da quantidade de ureia-CaCl,

A Figura 5.16 indica que a resisténcia a compressdo e o modulo de deformabilidade, ao
contrério do que seria de esperar, vao diminuindo progressivamente com 0 aumento da
concentracéo de ureia-CaClo.

Este comportamento é devido as condicGes de cura em ambiente, onde se geram fendmenos de
sucgdo, mascarando os eventuais ganhos de resisténcia por bioestabilizacdo. De facto, quando
a cura dos provetes se processa em contacto direto com o ambiente envolvente (temperatura de
20+2°C e humidade relativa de 60+15%), o solo vai secando, originando succao, que se traduz
em pressdes na dgua dos poros negativas, que, por via do principio de tenséo efetiva, geram um
aumento das tensdes efetivas.

De um modo geral, observou-se visualmente que 0s provetes com maiores concentracdes de
ureia-CaCl, apresentavam um aspeto mais molhado, retendo maior humidade no solo, o que
conduz a menores valores de succdo, logo menores tensdes efetivas e consequentemente
menores caracteristicas mecanicas.
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Figura 5.16 — Ensaios UCS: Evolugéo de qu e Eyso com a concentragao de ureia-CaCly,

Em resultado deste comportamento, observa-se que nos provetes ndo estabilizados
(concentracdo de reagentes nula) se registam os maiores parametros mecanicos, dqu € Euso,
correspondendo assim as maiores sucgoes.

5.4.2 Variacdo do teor em solucéo estabilizadora

12
— 9
88 ¢
w
2 3
0
14 e
0 Condicdes iniciais:
120 urease =4 kU/L
t(cura) = 14 dias
100 — 0
~ Ticura) = 20£2 °C
£ 80 ureia-CaCl, = 0,75 mol/L
o
60
maximo
40 E o
médio
20 minimo
6% 8% 10% 12% 14% 16% 18%

Teor de preparagdo em solugdo estabilizadora (%)

Figura 5.17 — Ensaio UCS: Evolucéo do qu e do Eyso com o teor em solucdo estabilizadora.
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A Figura 5.17 sugere que, para um aumento de solugdo estabilizadora, a tenséo ultima e a
rigidez diminuem, em resultado da diminuicdo da suc¢do, como se referiu em 5.4.1.

Julga-se que estes valores voltam novamente a mascarar 0s ganhos de resisténcia por
bioestabilizacdo, onde seria de esperar que um maior volume de solugdo gerasse maiores
precipitacdes de CaCOs, e que, com mais ligagdes entre particulas a resisténcia fosse assim
superior.

Note-se que a reacdo quimica de precipitagdo de CaCOsz implica um “consumo” de agua
reduzido, pelo que, a partida, os efeitos de succdo participam com maior intensidade no
aumento de resisténcia mecéanica do solo. Assim a condicdo de cura em cdmara humida, onde
os fendmenos de succdo se fazem sentir parcamente, € mais indicada para avaliar
laboratorialmente os ganhos efetivos dos parametros de resisténcia no solo bioestabilizado.

5.4.3 Variagdo da quantidade de urease

Avaliando o efeito da dosagem de enzima urease na resisténcia a compressao nao confinada e
0 modulo de deformabilidade (Figuras 5.18 e 5.19), observa-se, em geral, com o aumento da
quantidade de urease uma melhoria das propriedades mecanicas do solo biocalcificado.

12

E 10
s 8
vg 6
ur 4
2
110
100
90
TU\ . ~ . . . .
§ 80 COndICOES InIClals:
= 70 t(cura)= 14 dias
- 0
60 T(cura)_ 20+2°C
maximo w=12%
>0 } médio ureia-CaCl, = 0,75 mol/L
minimo
40
0 2 4 6 8 10 12

Quantidade de urease (kU/L)

Figura 5.18 — Ensaio UCS: Evolucéo do qu e do Eyso com a quantidade de urease.

Obtém-se um patamar aproximadamente horizontal a partir de 8 kU/L, indicando ser a
quantidade necesséria para otimizar o efeito estabilizador para uma concentragdo de 0,75 mol/L
de reagentes. Esta evolucdo é semelhante & tendéncia obtida com uma condicdo de cura em
camara humida para dosagens analogas de reagentes e enzima (item 5.3.1).
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Nesta situacdo, os valores de sucgdo em cada combinagéo fazem-se sentir de forma semelhante,
dado a concentragéo de ureia-Cacl> ser constante, podendo assim concluir-se que a melhoria de
Qu € Euwso com 0 aumento da quantidade de urease se deve ao processo de bioestabilizagéo,
associada a precipitacdo de CaCOs.
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40

20
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Figura 5.19 — Ensaio UCS: Curva tensdo-extensdo axial para o subplano B.

5.4.4 Variacdo do tempo de cura
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Figura 5.20 — Ensaio UCS: Evolugéo do tempo de cura: a) evolugédo de qu € Euso;
b) curva de tensdo-extensdo axial.
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A andlise da influéncia do tempo de cura (Figura 5.20) mostra que o aumento de 14 para 28
dias origina, nestas condigdes, a duplicacdo de que 0 aumento da rigidez.

Tal como analisado no item 5.4.3, estes resultados vém demonstrar que o efeito da
bioestabilizacdo é eficaz e acontece nas condi¢des ensaiadas. O nivel de suc¢do é, a partida,
semelhante para ambos 0s tempos de cura, sendo que o incremento das propriedades mecanicas
observado se pode atribuir maioritariamente ao processo de bioestabilizag&o.

Na Figura 5.21 observa-se uma imagem microscopica SEM, de uma amostra do provete
C_28 2, que demostra, a partida, a presenca de carbonato de célcio em redor das particulas.
Estes cristais formam pontes de ligagdo entre as particulas de solo, levando ao aumento de
resisténcia e rigidez do solo estabilizado.

Com o microscopio eletronico de varrimento foi possivel obter analises quimicas (Figura 5.22)
da amostra C_28_2. Como se pode observar, as analises 1, 3 e 4 detetam a presenca de célcio,
carbono e oxigénio, indicando a presenga de CaCOs, embora em quantidades reduzidas. As
analises 2 e 5 ndo detetam os constituintes do precipitado, sendo que sao referentes as particulas
que constituem o corpo terroso.

E ainda importante referir que os ensaios SEM, bem como os ensaios XRD, d&o informagdes
gualitativas e ndo quantitativas, pelo que, numa abordagem futura, seria util proceder a
quantificacdo de CaCOs nos provetes de solo apos a realizacao dos ensaio UCS, de maneira a
complementar os resultados.
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Figura 5.22 — Imagens SEM e anélises quimicas do solo estabilizado para 28 dias de cura
(provete C_28 2)

5.5 Provetes sujeitos a percolacdo ascendente

Nesta sec¢édo sdo analisados os resultados de ensaios UCS em provetes sujeitos a percolacéo,
submetidos a condi¢Bes de cura em cdmara humida e em ambiente (como descritas em 4.6.3).

5.5.1 Condicédo de curaem camara humida

Os provetes submetidos a bioestabilizacdo por percolacdo em camara humida (Quadro 5.2)
demostraram, ao contrario do que seria de esperar, um ganho reduzido e disperso das
propriedades mecéanicas, quando comparados com 0s provetes percolados com agua (sem
solucéo estabilizadora).

Relativamente ao qu, verifica-se que o provete P_0,75_12 1 ndo obteve melhoria significativa,
enquanto o provete P_0,75_12 2 melhorou em 50%, relativamente ao anterior. Quanto ao Eyso
dos provetes bioestabilizados, denota-se um crescimento de 100% face aos provetes ndo
estabilizados.
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Quadro 5.2 — Resumo de ensaio UCS para o subplano de percolacéo.

Plano Provete Wrinal (%) | qu™ (kPa) | Euso (MPa) pH
SE 001 143 23.1 0.8

SE 00 SE 002 15.2 20,5 0.7 8.4

P 0,75 12 1 13.3 20,7 13 74

PLO.T5_12 157075 122 13.7 30.8 14 7.4

Na Figura 5.23 observam-se as curvas tensdo-extensdo axial do presente subplano de ensaios,
em que se regista 0 aumento do qu do provete P_0,75 12 2, bem como do modulo de
deformabilidade dos provetes bioestabilizados.

35
SE 001
SE_0.0.2
P 0,75 12 1
——P 0,75_12 2

£, (%)

Figura 5.23 — Ensaios UCS: Curva tensdo-extensdo axial para os provetes submetidos a
percolacao.

Uma possivel explicagdo do reduzido aumento de resisténcia dos provetes bioestabilizados
remete para que a percolacdo ascendente possa induzir uma distribuicdo ndo uniforme da
solucdo estabilizadora ao longo do provete. Esta assimetria, ja referida na bibliografia (Whiffin
et al., 2007; DeJong et al., 2013; Neupane et al., 2015), pode originar uma distribuicdo
heterogénea de CaCOs, repercutindo na dispersdo dos valores da resisténcia mecanica do
material. Também o tempo de percolacdo, de 15 minutos, provavelmente ndo garante um
preenchimento equilibrado dos vazios do solo, influenciando os resultados finais.

Outra possivel explicacdo para este comportamento é a formacdo de um precipitado
sobrenadante que ndo cria ou retarda as ligacOes rigidas entra as particulas.

Quando se procedeu a percolacao, o fluido sobrante (de maneira a verificar a reprodutibilidade
de CaCOg) foi colocado em tubos de ensaio (tubos 3 e 4 da Figura 5.24). Na Figura 5.24 a)
observam-se que 0s tubos 3 e 4 apresentam um precipitado sobrenadante, quando comparado
com o CaCOs precipitado nos tubos 1 e 2 (preparados 2 meses antes dos restantes). Quando 0s
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tubos sdo agitados (Figura 5.24 b)) o CaCOs dos primeiros permanecem inalterados como uma
“pedra”, enquanto nos tubos 3 e 4 se dispersa na solu¢do em forma de “flocos”.

a4 & P Y S ———mm. o

] C) Papel de filtro

i Papel de filtro + solugdo
] filtrada seca a 45°C
86-2334 Calcite

Figura 5.24 — a) Tubos de ensaio com precipitagdo de CaCO3 b) Tubos de ensaio com
precipitacdo de CaCOz apds agitar c) Ensaio XRD para amostra de CaCOs3 sobrenadante.

A Figura 5.24 c¢) remete para uma andalise com ensaio XRD dos tubos 3 e 4. Para tal a solucéo
foi filtrada num papel de filtro e seca a 45°C em estufa. A analise comprovou que o material
sobrenadante contém CaCOg sobre a forma de calcite.

A precipitacdo parece ndo ocorrer sempre da mesma forma, por vezes existe a formacao de uma
“pedra” enquanto noutras vezes se constata a formagao de “flocos” de calcite. Naturalmente, o
efeito em termos de melhoria das caracteristicas do solo bioestabilizado ndo é indiferente a este
processo.

E de notar que o provete P_0,75_12_ 2 revelou um aumento de resisténcia, embora reduzido,
onde possivelmente parte da solucdo sobrenadante se tenha tornado rigida no meio poroso,
permitindo a ligacdo das particulas. Repare-se que estes valores correspondem a 14 dias de
cura, onde o prolongamento do tempo de cura podera levar ao endurecimento dos cristais e
formacdo de novas ligacGes entre particulas e consequente aumento da resisténcia mecanica.

A formacéo dos cristais de calcite suspensos (“flocos™) em solucdo pode ser influenciada pela
variabilidade da poténcia da enzima urease, visto que se trata de um material bioldgico, ou
mesmo pelo facto da enzima ter desnaturado, i.e. reducdo/perda de atividade, quando
adicionada a solucéo de ureia-CaCl. Pode ainda estar relacionado com outros fatores como o
pH, a temperatura da solucdo, a temperatura e humidade do meio envolvente, a incidéncia de
luz, a velocidade com que os reagentes sdo misturados ou a presencga de contaminantes nas
solucdes.
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Para isolar estas questdes, seria necessario conduzir um estudo com a variacéo dos referidos
parametros, de maneira a perceber a sua dependéncia e influéncia no processo quimico e quais
as razBes que levam a formacdo de um precipitado nestas condices.

Neste trabalho o lote de enzimas utilizado para o estudo da precipitacdo de CaCOz em tubos de
ensaio, com uma atividade de 16 kU/g, demonstrou ser mais eficiente relativamente ao lote
utilizado na bioestabilizac¢do do solo, que continha uma atividade de 34,31 kU/g. Uma atividade
por unidade de peso mais reduzida parece ser mais resistente ao meio das solugdes de ureia-
CaCly, sendo portanto mais indicada para ensaios na vertente de Engenharia Civil. Anota-se
também que podera ser interessante a medicdo da atividade quando se procede & mudanca de
lote, aplicando um fator de corre¢do de massa caso exista variabilidade. Quando se trabalha
com materiais derivados de sintese biol6gica, como a enzima urease, a poténcia destes pode
variar bastante, sendo a sua variacdo superior até a 20% em alguns casos. Quando se trabalha
com materiais obtidos por sintese quimica, como a ureia e o cloreto de calcio, dado o elevado
grau de pureza, normalmente, as variagdes em termos de doseamento ndo ultrapassam 1,5%.

5.5.2 Condicao de cura em ambiente

Na Figura 5.25 observam-se os resultados dos provetes sujeitos a percolacdo com solucdes
estabilizadoras de 0,25 e 0,75 mol/L, onde se varia a quantidade de urease em 4, 8 e 12 KU/L.
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Figura 5.25 — Ensaios UCS: Evolugéo de qu e Euso com a quantidade de urease nas solugoes
percoladas com concentracgdo de 0,25 e 0,75 mol/L.
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Com o aumento da quantidade de enzima urease, seria de esperar que um aumento de
resisténcia (como se verifica na Figura 5.18), contudo, tal ndo se verifica, revelando uma
diminuicdo das caracteristica mecénicas para 0,25 mol/L de ureia-CaCl, e uma manutencao
para 0,75 mol/L de solugéo estabilizadora.

A explicagédo pode residir nos aspetos abordados em 5.5.1, e no facto de, nestes ensaios, se ter
utilizado papel de filtro na base do provete no momento da percolacio ascendente. A medida
que se aumenta a quantidade de urease, mais rapidamente se forma CaCOs, onde parte dessa
formagé&o pode ter ficado retida no papel de filtro, explicando assim a tendéncia de reducdo da
curva 0,25 mol/L.

E de notar que a cura em ambiente volta a ter outros efeitos na resisténcia final, como referido
em 5.4.1. O teor em humidade dos provetes do presente subplano (Figura 5.26), para 0 mesmo
tempo de cura, € superior para a concentracdo 0,75 mol/L, sendo aproximadamente o dobro em
relacdo a concentracdo de 0,25 mol/L.

100,0
90,0 (e}
80,0 ?
70,0 o ureia-CaCl, = 0,25 mol/L
60,0 o°. o
50,0 o
40,0
30,0 ureia-CaCl, = 0,75 mol/L o C%OS
20,0
10,0
0,0
2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Teor em humidade apds ensaio UCS (%)

q, (kPa)

Figura 5.26 — Relacdo entre o qu e o teor em humidade apos ensaio UCS dos provetes
submetidos a percolacdo.

Julga-se que este facto, na condicdo de cura em ambiente, estd a condicionar os resultados
obtidos, levando a que os provetes com menor concentracdo de ureia-CaCl, tenham maior
resisténcia e rigidez. De facto, para uma maior concentracdo de ureia-CaCl, existe maior
dificuldade de expulsdo de agua no provete, sendo os efeitos de succdo mais reduzidos. Assim,
os valores de resisténcia, estando mascarados pelo efeito de suc¢do, sdo superiores para
menores concentracdes de reagentes.

5.6 Comparacao com outros trabalhos

Na técnica MICP aplicada ao solo em estudo, por Venda Oliveira et al. (2015), Figura 2.3 a), 0
ganho de resisténcia a compressao ndo confinada com a bactéria l.insulisalsae foi de 52% aos
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30 dias. Comparativamente, no presente estudo, com a técnica EMCP, para um volume de
solucéo equivalente (aproximadamente 12% do peso seco do solo), os valores obtidos na Figura
5.9 demonstram um ganho na resisténcia de 92% aos 28 dias. Note-se que os valores
mencionados estdo dentro da mesma ordem de grandeza.

Relativamente aos ensaios abordados no estado da arte (capitulo 2), cujos resultados estéo
condensados na Figura 2.14, verificou-se que estes registaram ganhos de resisténcia muito
superiores, relativamente ao presente trabalho, dado que o volume de solucéo estabilizadora,
em relacdo ao peso volumico dos respetivos solos, é também significativamente mais elevado.
Repare-se que nesses estudos as percentagens de precipitagdo de CaCOz obtidas, relativamente
ao peso do solo seco, variam entre 5 e 25%.

No presente estudo, a utilizacéo de 0,75 mol/L de ureia-CaCl, num teor em humidade 6timo de
12%, conduz, teoricamente, a uma massa precipitada de CaCOs3 de 0,9% relativamente ao peso
seco do solo (visto o CaCOs conter uma massa molar de 100,087 g/mol).

Esta massa tedrica seria conseguida caso todos os reagentes fossem consumidos no sentido de
precipitar a totalidade de carbonato de célcio. Dado que a taxa de precipitacdo é dependente da
atividade da enzima urease, do pH da solucdo e da disponibilidade de nucleacdo, i.e., de
formagéo de cristais de CaCO3z (Hammes et al., 2002), a quantidade de CaCOs precipitado
relativamente ao peso seco do solo é, a partida, inferior a referida massa tedrica, tendo reflexo
na magnitude da bioestabilizacdo, ou seja, na melhoria das propriedades mecénicas do solo.
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6 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

6.1 Conclusoes

A presente dissertacdo procurou caracterizar o efeito da bioestabilizacao por via enzimatica de
um saibro (areia mal graduada com silte e cascalho), ligeiramente alcalino (pH de 8,4) e com
um baixo teor em matéria organica (0,34%).

Foi realizado um estudo preliminar da precipitacdo de CaCOz em tubos de ensaio, tendo-se
observado que a utilizacao de elevadas concentrac6es de ureia-CaClz pode ter um efeito inibidor
no desempenho da enzima urease.

Tendo em consideracdo critérios de otimizacdo da concentracdo da solugédo/enzimas, nos testes
em tubos de ensaio, estabeleceu-se 0 ensaio base para a aplicacdo em provetes de solo: solugédo
aquosa com 0,75 mol/L de ureia-CaCl, e 4 kU/L de urease, 14 dias de cura e temperatura de
cura de 20+2 °C.

O efeito da bioestabilizacdo no solo foi analisado considerando os seguintes fatores: dosagem
de urease, tempo de cura, concentracdo equimolar de reagentes ureia-CaCly, teor em solucéo
estabilizadora, condicdes de cura (em camara humida ou em ambiente) e tipo de mistura do
solo com a solucdo estabilizadora (mistura manual ou mistura com percolacao).

Em relacdo aos resultados de compactacdo em camara humida, a variacdo da quantidade de
urease aponta que 8 kU/L levam a maior resisténcia a compressdo ndo confinada. Neste caso,
0s ganhos com maiores dosagens de enzima ndo traduzem aumentos das propriedades
mecanicas, 0 que sugere que, nestas condicBes, 8 kU/L otimizam o consumo de reagentes na
reacao de precipitacao.

Ainda na condicdo de cura em camara himida, a variacdo da quantidade de reagentes sugere
que o valor adotado no ensaio base (0,75 mol/L) induz ganhos de resisténcia superiores. Em
relacdo a variacdo do tempo de cura, os resultados demonstram um crescimento mais acentuado
nos primeiros 7 dias, tendo posteriormente um crescimento mais reduzido com a evolucéo do
tempo de cura. Em relacdo ao teor em solucdo denota-se uma melhoria crescente com a
quantidade de solucédo estabilizadora, fruto do aumento de disponibilidade dos reagentes e de
enzima urease para a precipitacéo de CaCOs.

Nas condigdes de cura em ambiente, os resultados da resisténcia mecéanica dos ensaios UCS
revelaram ser superiores, relativamente as condi¢des de cura em cdmara humida. Este facto é
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devido a influéncia dos fendbmenos de suc¢do que, na maioria dos subplanos de ensaios,
mascararam 0s ganhos efetivos de resisténcia devidos a bioestabilizacdo. Relativamente a
quantidade de enzima urease, tal como em camara himida, os resultados revelam que a
quantidade de 8kU/L permite otimizar os valores de resisténcia.

No caso dos provetes submetidos as percolac¢des identificaram-se obstaculos na precipitacdo de
CaCOs, inerentes & metodologia adotada e devida a formacdo de um precipitado suspenso
(Figura 5.24) que pode ndo criar ligacdes suficientemente resistentes entre as particulas de solo,
condicionando a resisténcia deste.

Os ensaios SEM e XRD realizados nas amostras de solo bioestabilizadas identificam, embora
em quantidades reduzidas, a presenga de CaCOg, ou seja, confirmam o efeito estabilizador desta
técnica.

Comparando o presente estudo com a técnica MICP (utilizando a bactéria l.insulisalsae)
aplicada ao solo em estudo, observa-se que com a utilizagdo de enzimas obteve-se um ganho
de resisténcia a compressdo nao confinada superior em relagcdo a técnica MICP, embora 0s
valores estejam na mesma ordem de grandeza.

E de notar que o estudo da bioestabilizagio por via enzimatica se trata de um projeto piloto na
Universidade de Coimbra. Sendo esta uma técnica de melhoramento de solos relativamente
recente e amiga do ambiente, para a tornar competitiva na pratica, é essencial cruzar véarias
conclusdes de estudos feitos nesta area, ao selecionar a sua aplicacdo em campo.

6.2 Propostas paratrabalhos futuros
De forma a completar o presente estudo seria relevante considerar os seguintes aspetos:

— Numa abordagem bioquimica, seria importante realizar um estudo abrangente da reacdo
de precipitagdo de CaCOs por via enzimatica, fazendo variar, com o intuito de analisar
a sua influéncia e dependéncia na reagdo, os seguintes parametros: o pH ao longo da
reacao; a dosagem de urease; a concentracdo molar de ureia; a concentracdo molar de
cloreto de célcio; a fonte de calcio; a temperatura; a incidéncia de luz solar e a humidade
relativa.

— Complementar os resultados com a medi¢do do CaCO3 precipitado no solo, comparando
a massa tedrica com a massa experimental precipitada. Complementarmente seria
interessante comparar a determinagdo de CaCOs por diferentes metodologias (método
da decomposicéo térmica, método da avaliacdo do volume de CO., etc.).

— Aumentar o volume de solucéo estabilizadora, bem como as dosagens envolvidas, por
forma a garantir resisténcia mecanicas competitivas, induzindo maiores taxas de
precipitado em relacdo ao peso do solo seco.
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— Proceder a diferentes metodologias de mistura, injecdo e percolagdo da solucgéo
estabilizadora com o solo.

— Estudar a distribuicéo espacial de CaCOs3 no solo bioestabilizado.

— Analisar o efeito da extensdo do tempo de cura em diferentes condi¢Bes e com diferentes
temperaturas de cura.

— Estender o estudo a diferentes tipos de solos, com granulometrias distintas, diferentes
pesos volumicos e diferentes indices de vazios.

— Estudar a influéncia da matéria organica na bioestabiliza¢éo por via enzimatica;

— Realizagéo de ensaios de corte diametral, de corte direto e ensaios triaxiais.

— Estudar a influéncia da EMCP na porosidade e permeabilidade de solos.

— Estudar possiveis combinagdes com outras técnicas de melhoramento de solos, tais
como a incorporagéo de fibras metalicas ou de polipropileno.

— Aumentar o volume das amostras, com o objetivo de transpor a técnica para o campo.

— Estudar a mitigacdo dos impactes ambientais associados aos subprodutos da reacéo de
precipitacdo de CaCOs por via enzimatica.
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