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Reziume

Disertacijoje nagrin¢jamas j skirtingus nesiklius jmobilizuoty Bacillus genties
bakterijy poveikis betonui ir jy gyvybingumas Sarminéje aplinkoje. Disertacijos
tikslas — parinkti biologinio betono sudétj, kuri uztikrinty bakterijy gyvybinguma,
bei istirti plySiy uzsivérimg jame laboratorinémis salygomis. Uztikrinus bakterijy
gyvybinguma biologinio betono misinyje, tokios konstrukcijos galéty bati ek-
sploatuojamos ilgesnj laikg ir bty sumazintos jy priezitros ilaidos.

Darbe sprendziami keli uzdaviniai, susij¢ su bakterijy gyvybingumu betone:
iStirti cemento sudéties bei aplinkos poveikio jtaka skirtingy rasiy bakterijy gyvy-
bingumui, parinkti bakterijy nesiklj biologiniame betone ir istirti biologinio be-
tono plysiy uzsivérimo efektyvumga. Sie uzdaviniai suformuluoti atsizvelgiant
jterpty bakterijy gyvybingumo uztikrinimas.

Disertacijg sudaro jvadas, trys skyriai, naudotos literatiiros $altiniai, bendro-
sios i$vados, autorés publikacijy disertacijos tema sgrasai, rekomendacijos ir sant-
rauka angly kalba.

Ivadiniame skyriuje pristatoma tiriamoji problema, darbo aktualumas, apra-
Somas tyrimy objektas, formuluojamas darbo tikslas ir uzdaviniai, apraSoma ty-
rimy metodika, darbo mokslinis naujumas, darbo rezultaty praktiné reikSme, gi-
namieji teiginiai. Ivado pabaigoje pristatomos disertacijos tema autorés
paskelbtos publikacijos, pranesimai konferencijose ir disertacijos struktiira.

Pirmasis skyrius skirtas literatiiros apzvalgai. Siame skyriuje aprasomi bak-
terinio CaCQOs i$sodinimo keliai, apzvelgiami nesikliai, kurie gali buti naudojami
bakterijy apsaugai biologiniame betone, aptariamos bakterijy bei kity mikroorga-
nizmy panaudojimo biologiniame betone galimybés. Skyriaus pabaigoje formu-
luojamos isvados ir disertacijos uzdaviniai.

Antrajame skyriuje pateiktos tyrimo metu naudotos medziagos, apraSsomi me-
todai, naudoti cemento pasty savybiy, bakterijy gyvybingumo smulkiagridziame
betone ir savaiminio ply$iy uzsivérimo tyrimams.

Treciajame skyriuje apraSyti bakterijy gyvybingumo tyrimai biologiniame
betone, naudojant skirtingas bakterijy rasis ir neSiklius. Pateikta bakterijy gyvy-
bingumo priklausomybé nuo cemento tipy, cemento hidratacijos temperatiros,
aplinkos salygy. Taip pat istirtas bakterijy gebéjimas uZztaisyti atsivérusius plySius
biologiniame betone.

Disertacijos tema paskelbti 5 moksliniai straipsniai: 4 — mokslo zurnaluose,
itrauktuose | Web of Science duomeny bazg, turin¢iuose citavimo indeksg, 1 —
recenzuojamame mokslo zurnale. Disertacijos tema skaityti 8 pranesimai Lietu-
VOs ir tarptautinése konferencijose.



Abstract

This dissertation investigates the effect of Bacillus genus bacteria immobilised in
different carriers on concrete and their viability in alkaline environments. The dis-
sertation aims to select the composition of biological concrete that ensures the
viability of the bacteria and to investigate the closure of cracks in it under labora-
tory conditions. Ensuring bacterial viability in biological concrete could allow
such structures to last longer and reduce maintenance costs.

The dissertation approaches several objectives, such as investigating the in-
fluence of cement composition and environmental factors on the viability of dif-
ferent types of bacteria in biological concrete, selecting the most suitable bacterial
carrier, and investigating the crack closure ability of the concrete. These tasks are
formulated considering that one of the significant challenges in developing bio-
logical concrete is ensuring the long-term viability of the incorporated bacteria.

The dissertation consists of an introduction, three chapters, General Conclu-
sions, References, lists of publications on the topic of the dissertation, Recom-
mendations, and Summary in English.

The introduction presents the problem under investigation, the relevance of
the dissertation, and the research object. It formulates the purpose and tasks, re-
search methodology, scientific novelty, the practical significance of results, and
defended statements. The introduction ends by presenting the author’s publica-
tions on the subject of the dissertation, information on presentations at scientific
conferences, and describes the structure of the dissertation.

The first chapter revises the used literature. This chapter describes the path-
ways of bacterial CaCO; precipitation, reviews the carriers that can be used to
protect bacteria in biological concrete, and discusses the possibilities of using bac-
teria and other microorganisms in biological concrete. At the end of the chapter,
conclusions are drawn, and the dissertation’s tasks are formulated.

The second chapter presents the materials used in the study and describes the
methods used to investigate the properties of cement pastes, the viability of bac-
teria in concrete and the self-closing of cracks.

The third chapter presents bacterial viability studies in biological concrete
using different bacterial species and carriers. It reveals the dependence of bacterial
viability on cement types, cement hydration temperature, and environmental con-
ditions. The efficiency of crack closure in biological concrete is also investigated.

Four articles on the dissertation topic were published in scientific journals
included in the list of Web of Science, and one was published in another peer-
reviewed journal. Eight presentations on the topic of the dissertation were made
at national and international conferences.
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Zyméjimai

Simboliai

H, — plysiy uzsivérimo koeficientas (angl. self-healing coefficient);
w; — pradinis plysio plotis (angl. initial width of the crack);
w, — plysio plotis po uzsivérimo (angl. width of the crack after closure).

Santrumpos

BIM — biologiskai indukuota mineralizacija (angl. biologically induced mineralization);

BKM - biologiskai kontroliuojama mineralizacija (angl. biologically controlled mineral-
ization);

EDTA - etilendiamintetraacto ragstis (angl. ethylenediaminetetraacetic acid);
KSV - kolonijas sudarantys vienetai (angl. colony forming units);

MICP — mikrobiologiskai indukuotas kalcito nusodinimas (angl. microbiologically in-
duced calcite precipitation);

MIK — maZiausia inhibuojanti koncentracija (angl. minimum inhibitory concentration);

MKPC — kalio magnio fosfato cementas (angl. potassium magnesium phosphate ce-
ment).
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Terminai ir apibrézimai

Alkalifilinés bakterijos — tai bakterijos, kuriy augimui yra reikalingas $arminis pH, o op-
timalus augimas vyksta esant pH 9 (angl. Alkalophilic bacteria are bacteria that require
an alkaline pH for growth They grow optimally at pH 9).

viii
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Problemos formulavimas

tono irimg ir pablogéjusias mechanines savybes. Atsivérus plySiams, per juos pa-
tenka agresyvios medziagos, kurios ardo betono struktiirg ir sukelia armataros ko-
rozijg. Jtrukimy i§vengti nejmanoma, tac¢iau susidariusius plySius galima uztaisyti.
Tam gali biiti naudojamos sintetinés medziagos, pavyzdziui, epoksidai, taciau jos
yra brangios ir efektyvios tik trumpg laikg. Tuo tarpu bakterijy panaudojimas pa-
rinktoje betono sudétyje yra aplinkai draugiskas metodas, kuris pasizymi greitu
plysiy uzpildymu ir turi ilgalaikio pritaikymo potencialg.

Vienas i§ didziausiy i88tikiy, kuriant biologinj betona su jterptomis bakterijy
sporomis, kuriy metabolizmo metu susidares kalcio karbonatas uzpildo susifor-
mavusius plysius, yra ilgalaikio bakterijy gyvybingumo uztikrinimas. Kad jvykty
plysiy uzsivérimas, bakterijy sporos turi iSgyventi ne tik mechaninus poveikius
betono maiSymo metu, bet ir toleruoti ekstremalias pH salygas betono kietéjimo
metu. Taciau tai néra vienintelés priezastys, lemiancios reik§mingg bakterijy kie-
kio sumaz¢jima betone. Bakterijy spory gyvybinguma taip pat gali lemti cemento
sudétis, betono kietéjimo temperatira ir aplinkos salygos. IStyrus Sias priezastis,
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biity galima uztikrinti bakterijy gyvybinguma betono matricoje, o taip pat ir efek-
tyvy plySiy uzpildyma betone bakterijy metabolizmo metu susidariusiais produk-
tais.

Pagrindinis reikalavimas, garantuojantis biologinio betono plysiy uzsivérimo
pajéguma, yra bakterijy gyvybingumo uztikrinimas. Siekiant sumazinti aplinkos
poveikj bakterijy sporoms, Sios gali biti jmobilizuotos | jvairius nesiklius, tokius
kaip piuistas molis, pustas perlitas, hidrogelis. Taciau vien tokios apsaugos nepa-
kanka, todél, norint projektuoti biologinio betono misinius, reikia parinkti bakte-
rijy rasj, cemento tipg ir nesiklj, kurie padéty iSsaugoti bakterijy gyvybinguma
betono matricoje.

Pastaruoju metu pasaulyje yra placiai vykdomi biologinio betono tyrimai. Ta-
¢iau, norint biologinj betong pritaikyti naudojimui Lietuvoje, reikia istirti spory
gebéjima iSgyventi betono matricoje, esant aplinkos salygoms, budingoms Siauri-
nei Europos daliai. Todél bakterijy gyvybingumas turi biiti tiriamas esant Zemai
temperatirai ir vykstant uzsalimo-atsilimo ciklams. Lietuvoje yra vidutiniskai 120
dieny per metus, kai temperatiira nukrenta Zemiau 0 °C.

Darbo aktualumas

Kai eksploatuojamuose biologinio betono bandiniuose atsiveria plysys, yra pazei-
dziamas neSiklis su jmobilizuotomis bakterijomis. Tuo metu j konstrukcijg ima
skverbtis vanduo ir deguonis, skatinantis bakterijy sporas virsti vegetatyvinémis
lastelémis ir vykdyti metabolizmo procesus. Bakterijos, naudodamos deguonj ir
nesiklj jterptas maistines medziagas, j aplinkg i$skiria anglies dioksida ir didelj
kiekj kalcio karbonato, kuris virsta nuosédomis ir uzpildo atsivérusius plySius.
Tokiu biidu yra blokuojamas tolimesnis vandens ir deguonies skverbimasis j
konstrukcijas, taip apsaugant armatiirg nuo korozijos.

Tyrimy objektas

Darbo tyrimy objektas — biologinio betono misiniai su j nesiklius jterptomis alka-
lifilinémis sporas formuojanc¢iomis Bacillus genties bakterijomis. Biologinis be-
tonas suprantamas kaip betonas, kurio sudétyje yra bakterijy spory, kuriy metabo-
lizmo metu yra i§sodinamas kalcio karbonatas, uzveriantis susidariusius plysius.
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Darbo tikslas

Sio darbo tikslas — parinkti biologinio betono sudétj, kuri uztikrinty bakterijy gy-
vybinguma, ir istirti plySiy uzsivérima jame laboratorinémis salygomis.

Darbo uzdaviniai

Darbo tikslui pasiekti sprendziami Sie uzdaviniai:

1. Parinkti biologinio betono sudétj, atsizvelgiant j bakterijy rasj, jy gy-
vybinguma, ir cemento tipa, atsizvelgiant j jo sudétyje esan¢iy metalo
oksidy koncentracijg.

2. Nustatyti papildomais apvalkalais padengty piisto molio daleliy ir kal-
cio alginato mikrokapsuliy gebéjima apsaugoti bakterijas biologi-
niame betone.

3. [Istirti aplinkos veiksniy (uz8alimo ir atSilimo cikly, drégmeés) ir Port-
landcemencio hidratacijos temperatiiros jtakg bakterijy gyvybingu-
mui.

4. [Istirti bakterijy gebéjima uzpildyti betone atsivérusius plysius labora-
torinémis salygomis.

Tyrimy metodika

Bakterijy gyvybingumas betone nustatomas serijiniy skiedimy metodu, séjant
bakterijas ant Sarminés agarizuotos terpés. Metaly oksidy minimalios slopinancios
koncentracijos nustatomos i$s¢jant bakterijas ant Sarminés agarizuotos terpés su
metaly oksidy nanodalelémis. Betono bandiniy savaiminio gijimo efektyvumas
tikrinamas jmerkus betono bandinius j vandenj ir matuojant plysiy plotj, nustatant
plysiy uzsivérimo koeficienta.

Darbe taikyti Sie medziagotyros metodai: pH ir elektrinio laidumo nustaty-
mas, egzoterminés temperatiiros matavimas, cheminis sudéties nustatymas, mik-
rostruktiiros analizé (Sviesiné ir skenuojanti elektroniné mikroskopija).
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Darbo mokslinis naujumas

Gauti Sie moksliniu pozitriu nauji rezultatai:

1. Pagrindiniy cemento tipy, naudojamy betono konstrukcijose, sudétyje
aptinkamos ZnO koncentracijos Zzudo bakterijas ir netinka panaudoji-
mui biologiniame betone.

2. Pusto molio su impregnuotomis bakterijy sporomis daleliy padengi-
mas stireno-akrilato bei MgO apvalkalais bakterijy gyvybinguma bio-
loginiame betone padidina iki 10 karty, nes suformuoja netirpia
plévele, kuri veikia kaip mechaninis barjeras, blokuojantis poras.

Darbo rezultaty praktiné reikSmé

Parinkta betono sudétis, kuri uztikrina j jo sudétj jterpty nesikliuose jmobilizuoty
bakterijy spory gyvybingumg ir paskatina susidariusiy plySiy uzsivérima. Taip
gali biiti sumazinamos konstrukcijy priezitiros ilaidos.

Ginamieji teiginiai

- Portlandcemencio sudétyje esantis ZnO, kai jo koncentracija yra di-
desné nei 12,5 arba 25 ug/ml, priklausomai nuo Bacillus bakterijy ra-
Sies, lemia jy zatj biologiniame betone.

- Pasto molio daleliy padengimas stireno-akrilato arba MgO pagrindo
apvalkalu padidina bakterijy spory gyvybingumg.

- ] pasta molj ir hidrogelj jmobilizuotos bakterijy sporos geba iSgyventi
betone veikiant nepalankioms aplinkos salygoms — esant $arminiam
pH, vykstant uzsalimo ir at$ilimo ciklams.

Darbo rezultaty aprobavimas

Disertacijos tema publikuoti 5 moksliniai straipsniai, jtraukti j Web of Science
duomeny bazg.
Tyrimy rezultatai pristatyti 8 tarptautinése mokslinése konferencijose Lietu-
voje ir uzsienyje:
— CBM 2023: 5th Congress of Baltic Microbiologists, 2023 spalio 11-13 d.,
Vilniuje, Lietuvoje.
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— FEMS 2022: Conference on Microbiology, 2022 birzelio 30 — liepos 2 d.,
nuotoliniu budu.

— Mikrobiologija 2022, 2022 balandzio 28-29 d., BirStone, Lietuvoje.

— EYEC 2022: European Young Engineers Conference, 2022 geguzés
5-8 d., nuotoliniu budu.

— World Microbe Forum, 2021 birZelio 20-24 d., nuotoliniu budu.

— Open Readings 2021: 64th International Conference for Physics and Nat-
ural Science, 2021 kovo 16-19 d., nuotoliniu budu.

— 1st International Electronic Conference on Microbiology, 2020 lapkri¢io
2-30 d., nuotoliniu budu.

— FEMS 2021: Online Conference of Microbiology, 2020 spalio 27-28 d.,
nuotoliniu budu.

Disertacijos struktira

Disertacijg sudaro jvadas, trys skyriai, bendrosios i§vados, rekomendacijos, lite-
ratfiros ir autoriaus moksliniy publikacijy disertacijos tema sarasas, santrauka
angly kalba.

Darbo apimtis yra 116 puslapiy, tekste panaudotos 27 numeruotos formulés,
31 paveikslas ir 15 lenteliy. Rasant disertacija buvo panaudota 100 literatiiros Sal-
tiniy.

Padéka

Disertacijos autor¢ dékoja darbo vadovui prof. dr. Jauniui Urbonavi¢iui uz pa-
galba rengiant disertacijg. Taip pat dr. Ronaldui Jakubovskiui uz bendradarbia-
vimg planuojant bei atliekant eksperimentus, analizuojant duomenis ir rengiant
mokslines publikacijas. Uz pagalba rengiant disertacija padéka prof. dr. Viktor
Gribniak, VILNIUS TECH Statybiniy medZziagy instituto darbuotojoms dr. Jurgi-
tai MalaiSkienei ir dr. Renatai Boris. Uz palaikymg autoré dékinga
VILNIUS TECH Chemijos ir bioinzinerijos katedros kolegoms.

Autoré dékoja Seimai — vyrui Mantui, stnui Titui, tévams — uz besalygiska
palaikymag. Taip pat padéka skiriama a. a. seneliui ir mociutei, kurie visada skatino
mokytis ir siekti geresniy rezultaty.






Biologinés mineralizacijos ir
bakterijy panaudojimo biologiniame
betone apzvalga

Skyriuje analizuojami mikrobiologinés mineralizacijos budai, aptariami metabo-
liniai kalcio karbonato nusodinimo keliai, bakterijy gebéjimas islikti gyvybingo-
mis betone. Taip pat aptariami bakterijy spory jmobilizavimui naudojami skirtingi
nesikliai ir jy pritaikymo galimybés, gryby panaudojimas biologinio betono ga-
mybai.

Skyriaus tematika paskelbti 6 autorés straipsniai (Ivaské (Jankuté) et al.,
2020, 2021, 2022, 2023, 2024a, 2024b).

1.1. Biologiné mineralizacija

Biologiné mineralizacija — placiai gamtoje paplitgs reiskinys, kurio metu dél gyvy
organizmy metabolizmo vyksta mineraly formavimasis (Seifan et al., 2016). Ap-
linkoje esantys jvairlis organizmai, pavyzdZziui, grybai, bakterijos ir dumbliai, da-
lyvauja mineralizacijos procese, taciau bene didziausias démesys tenka bakteri-
joms (Han et al., 2020). Biologiné mineralizacija yra skirstoma j dvi grupes —
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biologiskai indukuota mineralizacija (BIM) ir biologiskai kontroliuojama minera-
lizacija (BKM).

BKM yra procesas, kai tam tikra Iasteliy veikla tiesiogiai kontroliuoja mine-
ralo branduolio susidaryma, augimg, morfologijg ir vieta (Han et al., 2020). Pagal
makromolekuliy gamybos vieta mineralizacija yra skirstoma j ekstralasteling, kai
mineralai formuojasi uz lastelés riby, vidulasteling — kai mineralai randami va-
kuolése arba puslelése, ir tarplasteling, kuri yra biidinga vienalgs¢iams organiz-
mams, gyvenantiems bendruomenéje, pavyzdziui, dumbliams. BKM metu susi-
dare mineralai pasizymi tam tikrai mikroorganizmy raiSiai biidinga pastovia
griezta struktira ir siauru dydzio pasiskirstymu. Tai leidZia manyti, jog BKM yra
metaboliskai ir genetiSkai kontroliuojamas procesas, kuriam nebtidingas didelis
jautrumas iSorinés aplinkos veiksniams (Frankel, 2003).

BIM metu mineralai susidaro kaip medZiagy apykaitos produktai, mikroor-
ganizmams sgveikaujant su juos supancia aplinka. Biomineralizacija vyksta dél
aplinkos, kurioje gyvuoja mikroorganizmai, cheminés pusiausvyros pokyc¢iy ir
medziagy apykaitos produkty iSsiskyrimo. Daugeliu atvejy organizmai iSskiria
vieng ar daugiau metabolizmo produkty, kuriems reaguojant su jonais ar tam tik-
rais junginiais, aplinkoje vyksta mineraly nusodinimas. Sis procesas néra grieztai
kontroliuojamas, todél susidare mineralai pasizymi dydzio ir kristaly morfologijos
jvairove, taip pat daznai bina asocijuoti su bakterijy lasteliy sienelémis (Frankel,
2003; Seifan et al., 2016). Proceso metu mikroorganizmai atlieka du pagrindinius
vaidmenis. Pirma, jie ardo organinius substratus, o tai lemia ekstralgstelinés ap-
linkos pokycius, kurie skatina mineraly iSsodinimg. Antra, mikroorganizmy las-
telés veikia kaip platformos mineralams susidaryti ir formuotis. Bakterijy struk-
tiros, tokios kaip lastelés sienelé, kuriai biidingas neigiamas kriivis, geba
absorbuoti teigiamai jkrautus jonus, todél vyksta mineraliniy medziagy i$sodini-
mas (1.1 pav.). Dél neigiamai jkrauto lgstelés pavirSiaus, mineralizacijos procesas
gali vykti tarpininkaujant net ir negyvoms lasteléms. BIM daznai stebima anaero-
bin¢je arba oksinéje-anoksinéje aplinkoje. Yra zinoma, kad anaerobinémis saly-
gomis daugelis bakterijy kvépavimo metu naudoja aplinkoje esantj sulfata ir
(arba) jvairius metalus, jskaitant gelezj, kaip galutinius elektrony akceptorius, o
metaboliniai produktai (redukuoti metaly jonai ir sulfidai) yra reaktyvis ir daly-
vauja tolesniame mineraly susidaryme (Frankel, 2003; Vijay et al., 2017). Pagrin-
diniai veiksniai, nuo kuriy priklauso proceso efektyvumas, yra medziagy prisijun-
gimo vietos, iStirpusios neorganinés anglies koncentracija, pH, temperatira ir
Hartree energija (Seifan et al., 2016).
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1.1 pav. Bakterijy struktira ir CaCO3 nusodinimo schema: A — bakterijy struktiira;

B — teigiamai jkrauti jonai, esantys aplink neigiamai jkrautg lastelés sienelg; C —
mineraly formavimasis, kai teigiamai jkrauti jonai jungiasi prie lastelés sienelés
(pritaikyta i§ Seifan et al., 2016)

Fig. 1.1. Bacterial structure and CaCOs precipitation scheme: A — bacterial structure;
B — positively charged ions around a negatively charged cell wall; C — mineral formation
when positively charged ions bind to the cell wall (adapted from Seifan et al., 2016)

BIM yra placiai paplitgs biomineralizacijos procesas, kuris sulaukia ypatingo
démesio dél suderinamumo su betono kompozicijomis ir gebéjimo iSsodinti
CaCO; esant Ca?* jony Saltiniui aplinkoje. Tai lemia §io proceso pritaikymg beto-
niniy konstrukcijy tarnavimo laikui prailginti, gamybos kastams mazinti ir kitose
svarbiose srityse (Seifan et al., 2016; Qin et al., 2020). Taigi, BIM yra placiai ty-
rinéjamas dél pritaikymo galimybiy kuriant biologinj betona, nes dél Sio proceso
betone atsivére plySiai gali buiti savaime uzverti, o tai gali prailginti betoniniy
konstrukeijy tarnavimo laikg ir sumazinti jy priezitiros kastus.

1.2. Metaboliniai kalcio karbonato iSsodinimo keliai

Dauguma bakterijy riiSiy geba gaminti kalcio karbonatg naudojami tam tikrus me-
tabolinius kelius. Biologiskai sukelta mineralizacija yra skirstoma j autotrofing ir
heterotrofing. Autotrofinés bakterijos naudoja anglies dioksida kaip anglies Sal-
tinj, kad galéty gaminti organines medziagas ir karbonatus. Siuo atveju organiz-
mai dalj anglies vartoja i§ organinés medziagos tiek aerobinémis, tiek anaerobi-
némis salygomis ir gamina karbonatus; karbonatams sgveikaujant su Ca?" jony
pertekliumi aplinkoje, susidaro kalcio karbonatai. Dazniausiai karbonatai gamtoje
susidaro heterotrofiniu biidu. Abiejy procesy medziagy apykaitos keliai pateikti
1.1 lenteléje.



10 1. BIOLOGINES MINERALIZACIJOS IR BAKTERIJU PANAUDOJIMO BIOLOGINIAME...

1.1 lentelé. Metabolitiniai bakterijy keliai, kuriais yra nusodinimas kalcio karbonatas
(pritaikyta i§ Wang et al., 2016)

Table 1.1. Metabolic pathways of bacterial precipitation of calcium carbonate (adapted
from Wang et al., 2016)

Autotrofiniai keliai
Nemetilotrofiné metanogenezé
Anoksigeniné fotosintezé
Oksigeniné fotosintezé
Heterotrofiniai keliai

Aminoriigs¢iy amonifikacija

Azoto ciklas Karbamido ir karbamo riigsties skaidymas
Disimiliaciné nitraty redukcija

Sieros ciklas Disimiliacinis nitraty mazinimas

Organinés anglies skaidymas

Taigi, bakterijos gali nusodinti kalcio karbonatg naudodamos autotrofinius ir
heterotrofinius metabolinius kelius. Tolesniuose skyriuose yra aptariami Sie kal-
cio karbonato susidarymo keliai.

1.2.1. Autotrofiniai bakterinio karbonato nusodinimo keliai

Kai aplinkoje yra anglies dioksido, mikroorganizmai geba nusodinti CaCOs au-
totrofiniu keliu. Trys keliai, kuriais mikroorganizmai anglies dioksida pavercia
karbonatu, yra nemetilotrofiné metanogenezé, kurig vykdo metanogeninés archeé-
jos, oksigeniné fotosintezé, kurig vykdo cianobakterijos, ir anoksigeniné fotosin-
tezé, kurig vykdo purpurinés bakterijos (Castanier et al., 1999).

Nemetilotrofinés metanogenezés metu anglies dioksidas ir vandenilis yra ver-
¢iami metanu. Jary ir gélo vandens nuosédose anglies dioksido koncentracijg dau-
giausia lemia metang oksiduojancios bakterijos tiek aerobinémis, tiek anaerobiné-
mis salygomis. Aerobinémis salygomis $is procesas prasideda metanui virstant
metanoliu, kai dalyvauja deguonis (1.1 lygtis). Lastelés periplazmoje metanolis,
kuris tarnauja kaip anglies Saltinis, yra ver¢iamas formiatu, vykstant keliems fer-
mentiniams procesams. Véliau, kai formiatas yra pusiausvyroje su skruzdziy raigs-
timi, metano monooksigenazé oksiduoja skruzdziy rigsti iki CO», esant formiato
dehidroksigenazés aktyvumui (1.2-1.5 lygtys). Susidares anglies dioksidas virsta
C0%~, o aplinkoje esant Ca?* jonams, aplink Igsteles nuséda kalcio karbonatas (1.6
lygtis) (Castro-Alonso et al., 2019).

CH, + 0, » CH;0H + H,0 (1.2)
CH,0H - CHOH (1.2)
CHOH + H,0 — HCOO™ + H* (1.3)
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HCOO™ + H,0 & HCOOH + OH~ (1.4)
HCOOH - CO, (1.5)
Ca** + CO, + 20H™ & CaC0; + H,0 (1.6)

Dar vienas autotrofinis kelias, kuriuo galima nusodinti kalcio karbonatg ap-
linkoje esant kalcio jony, yra fotosintezé. Pagrindiniai fotosintetinantys mikroor-
ganizmai, atsakingi uz mikrobiologiSkai indukuotg kalcio karbonato nusodinima,
yra cianobakterijos ir mikrodumbliai. Fotosintetinantys mikroorganizmai kalcio
karbonatg nusodina dél HCO3 ir CO5™ mainy (1.7-1.8 lygtys). HCO3 difunfuoja
per membrang ir citozolyje disocijuojasi iki CO, ir OH™ jony. Sia reakcija katali-
zuoja karboanhidrazé, todél dél susidaranciy OH™ jony padidéja pH, kuris kartu
su aplinkoje esanciais kalcio jonais sukelia mikrobiologiskai indukuotg kalcio
karbonato nusodinimg (1.9 lygtis) (Castro-Alonso et al., 2019).

Ca?* + 2HCO; — CaCOs + CO, + 2H,0 (1.7)
Ca?* + HCO; — CaCOs + 2H,0 (1.8)
2HCO; & CO, + CO2™ + H,0 (1.9)

Fotosintetinantys mikroorganizmai gali buti haudojami tada, kai konstrukci-
jas veikia CO; ir saulés $viesa, kurie yra pagrindiniai fotosintezés proceso kom-
ponentai (Seifan et al., 2016). Atlikta analizé rodo, kad mikroorganizmai gali nu-
sodinti kalcio karbonatg, naudojant natiiraliai vykstancias reakcijas.

1.2.2. Heterotrofiniai bakterinio karbonato nusodinimo keliai

Vienas svarbiausiy metaboliniy CaCOjs susidarymo keliy yra karbamido hidrolizé.
Sudétingy karbamido hidrolizés reakcijy seka lemia ureazés (EC 3.5.1.5) ir kar-
boanhidrazés (EC 4.2.1.1.1) fermentai. Vieng molj karbamido ureaz¢ hidrolizuoja
iki vieno molio amoniako ir karbamato (1.10 lygtis), o karbamatas savaime hid-
rolizuojasi, susidarant vienam moliui amoniako ir anglies dioksido (1.12 lygtis).
Anglies riigstis, veikiant karboanhidrazei, paver¢iama bikarbonatu, o dél amo-
niako hidrolizés susidaro du moliai amonio ir hidroksido jony (1.13 lygtis). Todél
aplink Igstele padidéja pH ir, aplinkoje esant Ca®* jony, nuséda kalcio karbonatas
(1.14-1.16 lygtys). Esant nepalankioms salygoms, lastelé iSgyvena, leisdama pa-
tekti ir kauptis kalcio jonams, dél to iSsiskiria per daug protony. Véliau lastelés
aktyviai eksportuoja kalcio jonus ir kompensuoja protony nuostolius. Karbonato
jony nusodinimui biitina maza H* ir didelé Ca?" koncentracija mikroaplinkoje, o
persotinimas karbonatu sukelia kalcio karbonato nusodinimg Igstelés pavirSiuje
(Castro-Alonso et al., 2019). Siuo keliu susidariusio CaCO; kiekis yra didesnis,
lyginant su kitais buidais. Svarbiis parametrai, kontroliuojantys karbonaty susida-
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ryma, yra bakteriné ureazé, galutiniai medziagy apykaitos produktai, supanti ap-
linka ir laisvy Ca?* jony buvimas. Sis metabolinis kelias gali biti efektyviai
pritaikomas biologinio betono kiirime. Nepaisant to, keletas truikumy apriboja
karbamido hidrolizés proceso panaudojima: hidrolizuojant karbamida, susidargs
amoniakas gali virsti azoto oksidu iSmetamu ] atmosfera, arba azoto riigsties
druskomis, neigiamai veikian¢iomis betono matricg (Saridhe & Selvaraj, 2020).
Tipinés bakterijos, gebancios nusodinti kalcio karbonata ureolitiniu keliu, yra
Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus ir Sprosarcina pasteurii (Seifan et al.,
2016).

CO(NH,), + H, - NH,COOH + NH, (1.10)
NH,COOH + H,0 - NH; + H,CO4 (1.12)

H,CO; & HCO; + HY (1.12)

NH; + Hy0 - 2NH;f + 20H" (1.13)

HCO; + H* + 2NH] + 20H™ > CO3~ + 2NH; +2H,0 (1.14)
Ca?* + lastelé - Lastelé — Ca** (1.15)

Lastelé — Ca®t + CO3~ — Lastelé — CaC0y (1.16)

Bakterijy kamienai, skaidantys organinius junginius, taip pat geba nusodinti
kalcio karbonato kristalus. Anglies dioksidas yra lengvai veré¢iamas j CO3~ jonus,
kai aplinkos pH yra aukstas. Aplinkoje esant Ca?* jony, gali biiti nusodinamas
kalcio karbonatas. Heterotrofinis bakterijy augimas ant organiniy rigs$¢iy drusky
sukelia mineraly formavimasi. Sios bakterijos kaip energijos $altinj naudoja orga-
nines ragstis. Bakterijos gali augti ant acetato, laktato, citrato, sukcinato, oksalato,
laktato ir glioksilato drusky. Priklausomai nuo terpéje esanéiy drusky ir anglies
Saltiniy, Sios bakterijos gali gaminti jvairius kristalus, tokius kaip kalcio karbona-
tas ir magnio karbonatas (Seifan et al., 2016). Bakterijy kamienai, gebantys nuso-
dinti kalcio karbonatg oksiduojant organinius junginius, yra B. cohnii, B. pseudo-
firmus ir B. alkalinitrilicus. Bendras procesas pateiktas 1.17, 1.18 ir 1.19 lygtyse
(Wiktor & Jonkers, 2011).

CH;C00™ + 20, - HCO3 + CO, + 2H,0 (1.17)
CO, + 2H,0 & HY + HCO; & 2H* + CO3~ (1.18)
2H* 4+ CO%™ + 20H™ + Ca®* - CaCoO, (1.19)

Denitrifikacijos proceso metu taip pat gali buti nusodinami kalcio karbonato
kristalai. Jam vykstant yra oksiduojamos organinés medziagos, kai galutinis elekt-
rony akceptorius yra NO3~ (1.20 lygtis). Tada nitratas (NO3) yra veréiamas nit-
ritu (N0 ), véliau nitrito oksidu (NO) ir azoto dujomis (N,). Denitrifikacijos pro-
cese dalyvauja fakultatyviniai anaerobai, pavyzdziui, Pseudomonas,
Denitrobacillus, Thiobacillus, Alcaligenes, Spirilum, Achmobater ir Micrococcus.
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Nitraty redukcijos metu susidaro NO,, CO, ir OH™ jonai, kurie sukuria Sarmin¢
aplinkg, sunaudodami H* kalcio jony. Nors eksperimenty metu nustatyta, jog Sis
procesas yra maziau efektyvus nei karbamido hidrolizé, nitraty redukcija turi tam
tikry privalumy: kai kuriais atvejais ji gali papildyti ureolize, taip pagerinant
CaCOs issodinima, taip pat tai gera alternatyva tada, kai amonio jony susidarymas
yra nepageidaujamas.

4
(CH;COOH);Ca + NO3 = CaC0s +z N, +3C0; + 3H,0 + OH~ (1.20)

Organiniy medZziagy turtingoje anaerobingje aplinkoje esant kalcio Saltiniui,
sulfatg redukuojancios bakterijos (SRB) netiesiogiai formuoja kalcio karbonato
mineralus dél disimiliacinio sulfato redukcijos proceso (1.21 lygtis). Irodyta, kad
Desulfovibrio sp. geba nusodinti kalcio karbonata salindamos sulfatus i§ gipso
(CaS04-H0) trimis mechanizmais: tirpinimo, difuzijos ir kalcio karbonato nuso-
dinimo. Kalcio jonai, i$siskiriantys tirpinant gipsa, reaguoja su anglies dioksidu
Sarminio pH mikroaplinkoje dél sulfidy pasalinimo, todél kalcio karbonatas nu-
séda (Castro-Alonso et al., 2019).

6CaS0, + 4H,0 + 6C0, — CaCOs + 4H,S + 25 + 110, (1.21)

Aminoriigs¢iy amonifikacijos metu vykstant aminortig§¢iy apykaitai, mikro-
organizmy metabolizmo metu susidaro anglies dioksidas ir amoniakas. Amoniako
hidrolizé generuoja hidroksido jonus aplink Igsteles, taip sukeldama vietinj perso-
tinima, o tai, savo ruoztu, skatina kalcio karbonato nusodinima (1.22-1.25 lygtys).

Aminorugstys + 0, » NH; + CO, + H,0 (1.22)
NHs + Hy,0 - NH} + OH~ (1.23)

CO, + OH™ - HCO3 (1.24)

Ca?* + HCO3 — CaCO5 + H* (1.25)

Aminortgs¢iy amonifikacijos procese dalyvauja Myxobacteria genties bak-
terijos, pavyzdziui, Myxococcus xanthus (Chekroun et al., 2004). Dar viena svarbi
Siy bakterijy savybé yra ta, kad kaip vienintelj energijos $altinj jos geba naudoti
aminortgstis. Be to, Myxococcus xanthus naudoja §j mechanizma augdamos skys-
toje ir kietoje terpése, todél susidaro skirtingos kalcio karbonato poliformos. Buvo
nustatyta, kad Myxococcus xanthus nusodina urang kaip meta-autunitg, o tai gali
apsaugoti betono konstrukcijas, veikiamas radioaktyviy liekany (Castro-Alonso
et al., 2019). Taigi, nors karbamido hidrolizés kelias yra vienas efektyviausiy kal-
cio karbonato susidarymo buidy dél didelio karbonato nusodinimo kiekio, taciau
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susidarantis amoniakas gali neigiamai veikti betong ir atmosfera, todél geresné
alternatyva yra denitrifikacija arba organiniy junginiy skaidymas.

1.3. Bakterijy panaudojimas biologiniame betone

Vienas i§ didziausiy i88iikiy kuriant biologinj betona yra uztikrinti j betong jterpty
bakterijy gyvybinguma. Kad vykty plysiy uzsivérimas, bakterijy sporos turi ne tik
iSgyventi mechaninj poveikj maiSant ir kietinant betona, bet ir toleruoti ekstre-
maly pH, kuris gali siekti net 13 (Sharma et al., 2017; Van Tittelboom et al.,
2010). Be to, nemazai metaly oksidy, esanciy cemente priemaisy pavidalu, gali
veikti kaip baktericidinés medziagos. Todél savaiminio plySiy uzsivérimo pro-
cesas jmanomas tik tuo atveju, jei bakterijy sporos yra ramybés biisenoje ir yra
aktyvuojamos suveikus aplinkos dirgikliams, t. y. pro atsivérusj plysj pradéjus te-
kéti maistinéms medziagoms. Nors bakterijy sporos yra atsparios daugeliui veiks-
niy, pavyzdziui, auk$tai temperatiirai, uzsalimui, ultravioletiniams spinduliams,
i8dzitivimui ar cheminéms dezinfekavimo priemonéms, ta¢iau betono aplinka yra
pernelyg agresyvi (Nicholson et al., 2000; Nicholson & Galeano, 2003). Idealiu
atveju, tiek bakterijy gyvybingumas, tiek savaiminio plySiy uzZsivérimo gebéjimas
turéty iSlikti visg jprasta konstrukcijos eksploatavimo laikotarpj, kuris paprastai
siekia 50100 mety. Deja, bakterijy gyvybingumas smarkiai sumazéja per pirma-
sias kelias dienas po jy jterpimo j betono matricg. Tyrimai parodé¢, kad per pirmaja
betono kietéjimo savaite iSgyvena tik 1-3 % nepazeisty bakterijy (Achal et al.,
2011; Jonkers et al., 2010; Sharma et al., 2017). Bacillus megaterium raSies bak-
terijy, tiesiogiai pridéty j smulkiagriidzio betono bandinius, gyvybingumas po 28
dieny sieké tik 0,1 % (Achal et al., 2011). Tiesiogiai j betong pridéty Bacillus co-
hnii bakterijy gyvybingumas sukietéjusiuose bandiniuose po 9 dieny buvo 1 %, 0
po 135 dieny bakterijos buvo nebeaptinkamos (Jonkers et al., 2010). Todél bakte-
rijy sporoms reikia papildomos dangos, kad islikty gyvybingos. Vienas i§ budy
apsaugoti bakterijy sporas nuo betono aplinkos yra jy jkapsuliavimas. Funkcinis
nesiklis turi sudaryti apsauginj apvalkala, netrukdyti bakterijy veiklai ir biiti su-
derinamas su betonu (Gupta et al., 2017).

Zalingas uz3alimo-atsilimo cikly poveikis yra svarbus teritorijoms, esan¢ios
pakranciy regionuose, kuriose klimatas yra vidutiniskai Saltas (Kliukas et al.,
2018). Betono konstrukcijos pazeidimai kaupiasi, kai aplinkos temperattira per-
zengia 0 °C, t. y. jvyksta uzsalimo-atsilimo ciklas, nes uzsales vanduo pleciasi |
atviras betono poras ir tustumas. Kiekvieno at$ilimo ciklo metu j atviras erdves
prasiskverbia papildomas vanduo. Dél uzsalusio vandens i$siplétimo porose atsi-
randa vidinis slégis, kuris dar labiau ardo betono matricg. Neigiama temperatiira
taip pat gali blokuoti biologinj savaiminio atsinaujinimo procesg. Si problema yra
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svarbi Siaurés Europos regione, kur vidutinis metinis dieny skai¢ius, kai tempe-
ratiira perzengia 0 °C, skaicius yra 120 (Kliukas et al., 2018).

Chloro anijony difuzija taip pat gali turéti neigiamos jtakos bakterijy iSgyve-
namumui betone. Bacillus subtilis bakterijy sporos gali sudygti esant labai didelei
druskos koncentracijai, taciau didéjanti NaCl koncentracija slopina spory dygima
(Nagler et al., 2016). Didelis druskingumas sulétina dygimo pradzig, mazina jo
efektyvuma ir apsunkina augimo kinetika. Metabolizmo pradzia po spory sudy-
gimo gali bati nustatoma esant druskos koncentracijai iki 4,8 M NaCl (Nagler
etal., 2014).

Atlikta analizé rodo, kad kuriant biologinj betong yra susiduriama su esminiu
i88ukiu — uztikrinti bakterijy gyvybinguma agresyvioje betono aplinkoje, kurioje
yra auks$tas pH, mechaninis poveikis betono liejimo ir maiSymo metu, taip pat
cemento sudétyje esantys metaly oksidai. Betono salygos lemia sparty bakterijy
gyvybingumo mazéjima per pirmasias kelias dienas dél auks¢iau paminéty prie-
zasCiy. Norint uztikrinti ilgalaikj savaiminio plySiy uzsivérimo efektyvuma, bak-
terijy sporoms reikalinga papildoma apsauga, pavyzdziui, bakterijy jmobilizavi-
mas | neSiklius. Tik tinkama apsauga leidzia iSlaikyti mikroorganizmy
gyvybingumag ir uztikrina biologinio betono funkcionaluma per jprasta eksploata-
vimo laikotarpj.

1.4. Nesikliy tipai ir pritaikymo galimybés

Mikroorganizmy jmobilizavimui skirtos medziagos turi pasizyméti keletu svarbiy
savybiy, pavyzdziui, biologinis suderinamumas, didelé¢ jkrovos talpa, stabili struk-
tiira, masés pernasos efektyvumas, ilgas tarnavimo laikas, maza kaina ir patogus
jmobilizavimas (Dzionek et al., 2016; Weiser et al., 2016). Mikroorganizmy jmo-
bilizavimui ir panaudojimui biologiniame betone skirti nesikliai, pagal chemine
kilme ir morfologija yra skirstomos j keturias grupes: uzpildus, silpnai Sarmines
cementinés medziagos, organines medziagas ir mikrokapsules (Feng et al., 2022).

Autonomingje plySiy uzvérimo sistemoje populiariausios bakterijy apsaugos
technologijos yra mikrokapsuliy ir kapiliary sistemos. DaZniausiai naudojamos
apsauginés medziagos — silikagelis, diatominé zemé, poliuretanas, hidrogelis ir
kitos porétos medziagos (Saridhe & Selvaraj, 2020). 1.2 lenteléje yra pateikiami
nesikliy tipai, jiems priskiriamos konkrec¢ios medziagos, naudojamos bakterijy ap-
saugojimui (Lee & Park, 2018).
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1.2 lentelé. Savaime atsinaujinan¢iame betone naudojami bakterijy nesikliy tipai
(priraikyta i§ Lee & Park, 2018)

Table 1.2. Types of carriers used in self-healing concrete (modified from Lee & Park,
2018)

Nesiklio tipas Sudedamosios dalys

Kapiliarai Stiklas, keramika

Porétos medziagos Diatominé Zemé, silikagelis, poliuretanas, lengvieji uzpildai
Mikrokapsulés Metamino mikrokapsulés, grafito nanodalelés

Hidrogeliai Kalcio alginatas, metakrilatu modifikuotas alginatas

Norit uztikrinti efektyvy plySiy uzpildymo procesa, reikia optimizuoti ir jver-
tinti jvairius aspektus, tokius kaip nesikliy ir biologiniy veiksniy biosuderina-
mumas su betonu, galima jtaka betono mechaninéms savybéms, nesikliy patvaru-
mas betono maiSymo ir gamybos proceso metu, plySiy uzvérimo efektyvumas
(Gupta et al., 2017). Turi biti naudojami ne per stipris neSikliai, sugebantys is-
laisvinti bakterijas bei maistines medziagas, atsiradus jtrukimams betone. Be to,
nesikliai smulkiagridziame betone turi pasiskirstyti tolygiai, kad, atsiradus ply-
Siams, biity suardyti nepaisant jy erdvinés padéties. Todél didelis démesys yra
skiriamas apsauginiy medziagy dydziui ir mechaninéms savybéms (Lee & Park,
2018), atliekami tyrimai su jvairiomis bakterijy apsaugos technologijomis, jskai-
tant stiklinius ar keramikinius vamzdelius, porétas medziagas, tam tikry medziagy
pagrindu pagamintas mikrokapsules bei hidrogelius.

1.4.1. Uzpildy panaudojimas bakterijy spory jmobilizavimui

Uzpildo tipo neSikliai paprastai pasizymi akytu pavirS§iumi bei gerai sugeria van-
denj. Tokia mikropory strukttira suteikia pakankamai vietos ir galimybiy mikro-
organizmy augimui ir metabolizmui. Taip pat pakankamai storas pavirSinis
sluoksnis gali sumazinti dideliu Sarmingumu pasizyminéiy medziagy skvarbg ir
taip padidinti bakterijy iSgyvenamumg betone. Dazniausiai naudojami uzpildo
tipo nesikliai yra diatominé Zemé, pstas molis, plstas perlitas, zeolitas, pustas
vermikulitas ir granuliuota aktyvuota anglis (Feng et al., 2022). Sios natiiralios
neorganinés medZiagos paprastai naudojamos kaip perspektyvios medziagos bio-
loginiam betonui tvarioje infrastruktiiroje, nes jos pasizymi dideliu suderinamumu
su betonu, didesniu bakterijy kiekio jmobilizavimu bei ekonomiskumu (Shen
et al., 2021). Siy uzpildy mikrostruktiiros yra pateiktos 1.2 pav. Piistas molis, piis-
tas perlitas ir granuliuota aktyvuota anglis pasizymi akyta struktiira, o jy pavirSiuje
yra gausu tus¢iaviduriy kanaly. Diatominé Zemé yra tus€iaviduré dalelé, kurios
pavirsius yra panasus ] tinklg. Zeolitas turi daug j iSorg¢ iSsikiSusiy ploksteliy pa-
vidalo strukttry, kurios suteikia didesnj absorbcijos plota, taip pagerindamos jo,
kaip nesiklio, efektyvuma.
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1.2 pav. Skirtingy nesikliy mikrostruktiiros nuotraukos: A — diatominé Zzemé; B — plistas
perlitas; C — pustas molis; D — pustas vermikulitas; E — zeolitas; F — granuliuota
aktyvuota anglis (pritaikyta i§ (Feng et al., 2022))

Fig. 1.2. The microstructure images of different carriers: A — diatomous earth; B —
expanded perlite; C — expanded clay; D — expanded vermiculite; E — zeolite; F — granular
activated carbon (adapted from (Feng et al., 2022))

Piistas molis ir pustas perlitas yra placiai naudojami ir tiriami dél galimybés
juos panaudoti kaip bakterijy nesiklius (Han et al., 2020a; Khaliq & Ehsan, 2016;
Tziviloglou et al., 2016a). Sios medziagos yra nebrangios ir lengvos, o svarbiau-
sias jy privalumas yra gebéjimas sudaryti tvirtg rys§j su betono matrica (Han et al.,
2019a). Be to, tiek pustas molis, tiek pistas perlitas yra labai akytos medziagos.
Kalbant apie biologinj betona, i§skirtinis porétumas yra labai naudingas, nes lei-
dzia jmobilizuoti bakterijy sporas daleliy viduje. [rodyta, kad bakterijy sporos
lengvai prasiskverbia ir prisitvirtina prie vidiniy pasto molio pory bei pasiZymi
puikiu isgyvenamumu (Han et al., 2019a). Ankstesni tyrimai parodé, kad lengvieji
uzpildai veiksmingai uztikrina ilgalaike bakterijy spory apsauga, kuri i§laiko bio-
loginio betono savaiminio plys$iy uzsivérimo potencialg (Han et al., 2019a; Jiang,
et al., 2020; Tziviloglou et al., 2016a; Wiktor & Jonkers, 2011). Taip pat nusta-
tyta, kad tokiy lengvyjy uzpildy kaip bakterijy neSikliai panaudojimas sumazina
betono gniuzdomajj stiprj iki 30-40 % (Tziviloglou et al., 2016a). Be to, poréti
lengvieji uzpildai taip pat gali padidinti atsparuma uzSalimo-atSalimo ciklams
(Youm et al., 2016) ir gerokai (20-50 %) sumazinti medziagos svorj, Kas su Siuo-
laikiSkomis armavimo sistemomis leidzia gaminti konstrukcinius elementus tin-
kamus tiltams, pastaty fasadams ir sieny plokstéms (Ahmad et al., 2019).

Nors gali atrodyti, kad bakterijy apsauga, imobilizuojant jas vien tik j piista
molj arba piistg perlita, turéty biti pakankama, taciau bakterijy gyvybingumas
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smarkiai sumazéja ankstyvuoju betono kietéjimo laikotarpiu (Han et al., 2019a).
Siai problemai spresti siiloma padengti piisto molio arba piisto perlito daleles pa-
pildomais apvalkalais (Han et al., 2020b; Jiang, et al., 2020a; Jiang, et al., 2020b;
Zhang et al., 2017). Buvo istirtos kelios skirtingos piisto perlito daleliy dangos.
Apvalkalai, pagaminti i§ mazai Sarminiy medziagy, pavyzdziui, magnio kalio
fosfato cemento arba rtig§tinio sulfoaluminato cemento, gerokai padidino savai-
minio plysiy uzsivérimo efektyvuma, sumazindami vandens pralaiduma arba net
visiskai uzpildydami plysius betono bandiniuose. Tuo tarpu didelio Ssarmingumo
dangos, pavyzdziui, paprastas portlandcementis arba geopolimeras, yra neveiks-
mingi, nes savaiminis plySiy uzsivérimas yra panaSus j savaiminj plySiy uZsive-
rima su j piistg perlita jmobilizuotomis bakterijy sporomis be papildomo apvalkalo
(Jiang et al., 2020). Pasto perlito apvalkalai, sudaryti i$ tirpiy silikaty, metakao-
lino, stireno-akrilato emulsijos ir vandens, vandens jgeriamumg sumazina 16
karty, palyginti su nepadengtu uzpildu. Sis apvalkalas apsaugo jmobilizuotas bak-
terijas ir padidina plySiy uzsivérimo efektyvuma betono bandiniuose (Jiang et al.,
2020). Nepaisant to, duomeny apie jvairiy apsauginiy dangy poveikj bakterijy gy-
vybingumui trikumas neleidzia pléstis dangomis pagrjstam plysiy uzpildymo me-
todui.

Nustatyta, kad diatominés zemés dalelés, kurios pasizymi akyta struktiira, turi
apsauginj poveikj auksto pH cemento aplinkoje. D¢l didelio savitojo pavirSiaus
ploto diatominés zemés dalelés stipriai sorbuoja bakterijy lasteles ant pavirsiy ir
suteikia naujg mikroaplinkg aplink bakterijas, leidZianc¢ig bakterijoms toliau skai-
dyti karbamida. Jmobilizuotos j DE daleles, B. sphaericus bakterijos gebéjo uz-
pildyti 0,15-0,17 mm plocio plysius (Wang et al., 2012). Kity tyrimy metu nusta-
tyta, kad mikroorganizmai, jmobilizuoti | DE daleles, uzpild¢ triikius, kuriy plotis
siekia 1,8 mm (Huynh et al., 2017). Bakterijy jterpimas j DE daleles ne tik ap-
saugo lasteles nuo Sarminés betono aplinkos, bet ir teigiamai veikia MICP pro-
cesg, padidinant iSsodinamo CaCOs kiekj. Tai leidzia sékmingai uzpildyti betono
konstrukcijy jtrakimus (Spencer & Sass, 2019).

Be anks¢iau minéty uzpildy, kitas perspektyvus nesiklis yra perdirbti betono
uzpildai (angl. recycled concrete aggregates (RCAs)), kurie gaminant biologinj
betong gali pakeisti gamtinius iSteklius (Wang et al., 2022). Pagrindinés $io uz-
pildo dalys yra natiiraliis uzpildai ir apleistuose pastatuose esantys cemento hid-
ratacijos produktai. Pridétas senas smulkiagriidis betonas lemia didesnj jo poré-
tumg ir vandens jgeriamuma nei natiiraliy uzpildy. Didelis kiekis prie perdirbty
agregaty pavirSiaus prikibusio seno smulkiagriidzio betono ilga laikg karbonizuo-
jasi, todél sumazéja perdirbty agregaty pavirsiaus pH, dél ko $i aplinka tampa pa-
lanki mikroorganizmams (Feng et al., 2022; Liu et al., 2020). Palyginus kelis bak-
terijy jterpimo ] betono matrica metodus — tiesioginj jterpima ir bakterijy
jmobilizavima j diatoming¢ Zeme, piista perlita ir perdirbtus betono uzpildus, buvo
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nustatyta, kad po 28 dieny bandiniuose su perdirbto betono uzpilde jmobilizuoto-
mis bakterijomis, uzpildyto plysio plotis buvo didZiausias. Tai rodo, kad perdirbty
betono uzpildy pavirSius ir mazas Sarmingumas yra reik§mingi, apsaugant bakte-
rijas ir gerinant jy mineralizacijos aktyvuma (Liu et al., 2020).

Taip pat parodyta, kad komercinés org sulaikanéios priemais$os yra veiks-
minga alternatyvi endospory apsauga. MaiSymo metu org sulaikanc¢ios priemai$os
i betono matrica jterpia mikroburbuliukus. Sios tu§tumos didina betono patvaruma
uzSalimo-atSilimo cikly metu bei gerina jo apdirbamuma. Ora sulaikancios prie-
maiSos sudaro pavir§inio aktyvumo medziagy grupe, kuriai budinga hidrofobinés
uodegélés ir jkrautos hidrofilinés galvutés, kurios pagal kriivj skirstomos j amfo-
terines, katijonines, anijonines bei nejonines. Anijoninés pavirsinio aktyvumo me-
dziagos, pavyzdZiui, sulfonintos angliavandeniliuose tirpstanéios druskos, lignino
sulfonatas bei natrio oleatas, yra dazniausiai naudojamos betono pramongje. Kaip
nesiklj naudojant org sulaikancias priemaiSas, B. cohnii bakterijos isliko gyvybin-
gos 9 ménesius (Justo-Reinoso et al., 2022). Atlikta analizé rodo, kad uzpildo tipo
nesikliai, turintys akyta struktiira, yra tinkami bakterijy jmobilizavimui ir panau-
dojimui biologiniame betone, ta¢iau norint uztikrinti bakterijy gyvybinguma, Sios
medziagos turi biti dengiamos papildomais apvalkalais.

1.4.2. Hidrogeliy panaudojimas bakterijy spory
jimobiliazavimui

Atsizvelgiant j biosuderinamuma su betonu, mikroorganizmy jkapsuliavimui yra
tinkamos organinés medziagos, pavyzdziui, melaminas, alginatas, chitozanas, po-
likarbamidas. Hidrogelis yra dar vienas perspektyvus nesiklis, naudojamas bakte-
rijy apsaugai biologiniame betone. Siam tikslui gali biiti naudojamas natiiralus
polisacharidas alginatas, komerciskai gaunamas i$ rudyjy dumbliy ir placiai nau-
dojamas medicinoje (Wang et al., 2019; Wang et al., 2015; Xu et al., 2020). Algi-
natas yra hidrofobiné ir biologiskai suyranti ilga molekulé, turinti neigiama kriivj.
Ji sudaryta i§ f-D-manurono ragsties (M) ir a-L-gulurono riigsties (G) liekany,
sujungty glikozidiniais rySiais. Alginato monomerai sudaro homopolimery (MM)
ir heteropolimery (MG) blokus. Gelio susidarymo reakcijos metu teigiamai jkrauti
natrio jonai (Na*) iSsiskiria i$ tirpalo ir atsiskiria nuo alginato. Tuomet teigiamai
jkrauti kalcio jonai (Ca®") gali suristi dvi skirtingas alginato grandines, sudary-
dami akyta kalcio alginato matrica, dél ko tirpalas tampa klampesnis (1.3 pav.)
(Soysal et al., 2020). Komerciskai prieinami alginatai, pavyzdziui, kalcio algina-
tas, gali smarkiai skirtis MM, GG ir MG bloky proporcijomis, todél ir fizikinémis
bei cheminémis savybémis. Yra Zinoma, kad formuojantis chelatiniam rySiui su
Ca?* jonais, lengviausiai susijungia GG blokai, 0 po jy — MG blokai. Taigi, MM
blokai atlieka maziau svarby vaidmenj kalcio alginato formavimosi metu (Meng
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et al., 2015). Svarbiis veiksniai joninés geliacijos procese yra temperatiira, algi-
nato koncentracija, katijony tipas ir koncentracija (Joye & McClements, 2014).
Vienas i$ alginato naudojimo privalumy yra tai, kad geliacijos procesas vyksta
$velniomis salygomis (Gu et al., 2004). Siai reakcijai nereikalinga auksta tempe-
ratiira ir cheminés chelatinio rySio medziagos (Soysal et al., 2020). Kalcio algi-
nato organinis-neorganinis tinklas gali absorbuoti vandens tirpalus, daug karty
vir§ijancius jy svorj. Dél Sios priezasties kalcio alginatas yra priskiriamas superab-
sorbciniy polimery klasei.

1.3 pav. Kalcio alginato geliacijos reakcija (pritaikyta pagal Dumitru et al., 2015)
Fig. 1.3. Gelation reaction of calcium alginate (adapted from Dumitru et al., 2015)

Naudojamas kalcio alginato mikrokapsuliy su jkapsuliuotomis bakterijy
sporomis kiekis dazniausiai svyruoja tarp 1 ir 5 % nuo cemento masés (Wang
et al., 2014; Wang et al., 2021; Liu et al., 2023). Per maza mikrokapsuliy koncent-
racija gali biiti nepakankama jtrikimams uzpildyti, o per didelis jy kiekis gali pab-
loginti betono mechanines savybes. Imobilizavus B. subtilis bakterijas natrio al-
ginato kapsulése, betono gniuzdymo stipris po 28 dieny padidéjo 16 % (Xu et al.,
2018). Metakrilatu modifikuoto alginato pagrindu sukurtas hidrogelis buvo sude-
rinamas su Bacillus sphaericus bakterijomis ir betonu (Wang et al., 2015). Tradi-
cines hidrogelio mikrokapsules, naudojamas biologiniame betone, galima page-
rinti pasitelkus chitozana. | kalcio alginato mikrokapsules pridéjus 1 % chitozano,
gniuzdymo stipris padidéjo 10 %, o lenkimo stipris — 14 %, palyginti su kontroli-
niais bandiniais be chitozano (Gao et al., 2020). Taciau toks nezymus mechaniniy
savybiy pageréjimas yra antrinis poveikis. PrieSingai, geresnis jtrikusios betono
struktiiros vientisumas nuo agresyvaus cheminio poveikio yra pagrindinis savai-
minio atsinaujinimo proceso tikslas. Nustatyta, kad Bacillus genties bakterijy j-
mobilizavimas j polimering kalcio alginato matricg neturi jtakos susidariusiy
CaCOs kristaly morfologijai (Seifan et al., 2017). Apibendrinant galima teigti, kad
kalcio alginato mikrokapsulés yra tinkamas nesiklis bakterijy jkapsuliavimui ir
panaudojimui biologiniame betone. Sis nesiklis padeda i§laikyti geresnj betono
struktliros vientisuma ir skatina savaiminio ply$iy uzsivérimo procesus.
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1.5. Gryby panaudojimas biologiniame betone

Nepaisant sékmingo bakterijy panaudojimo plySiy uzpildymui biologiniame be-
tone, jy taikymas dar néra labai platus. Taciau Kiti mikroorganizmai taip pat turi
gebéjima sukelti kalcio karbonato nusodinima. Lyginant su bakterijomis, pelési-
niy gryby vaidmuo, susij¢s su apsauginés dangos formavimu, néra placiai istirtas.
Taciau, atsizvelgiant j pelésiniy gryby savybes, jie gali buti laikomi perspektyviais
kandidatais panaudojimui biologiniame betone. Daugelio gryby mitybos poreikiai
néra sudétingi, juos yra lengva auginti ir manipuliuoti, taip pat galima lengvai
paruosti spory inokuliantus. Taip pat grybai turi gebéjima kolonizuoti ir augti ant
uolieny, mineraly bei mineraliniy statybiniy medziagy, taip pat tarpininkauti bio-
mineralizacijos procesuose. Grybai gerai toleruoja metalus, o tai sustiprina juy,
kaip skirty betono pavirSiy apsaugai, bioagenty tinkamuma. Metalai yra reikalingi
gryby augimui ir medziagy apykaitai, taciau didelémis koncentracijomis jie yra
toksiski. Taciau kitaip nei kitos mikroorganizmy grupés, daugelis gryby rasiy gali
iSgyventi ir vykdyti metaboling veikla labai metalais uzterstuose regionuose. Me-
taly mineraly nusodinimas ant hify yra laikomas vienu i§ svarbiausiy mecha-
nizmy, paaiskinanéiy gryby isskirtinj atsparuma metalams (Menon et al., 2019).

Filamentiniy gryby lastelés auga kaip sitilinés struktiiros ir yra vadinamos hi-
fais. Jos turi daug branduoliy ir auga vir§iinémis, o naujos vir§iinés atsiranda i$
Soniniy Saky, sudaranciy susipynusj trimatj tinkla, vadinamg miceliu. Viena i§ fi-
lamentiniy gryby savybiy, kurig galima panaudoti jvairiose mineralizacija grin-
dziamose technologijose, yra didelis pavir§iaus ploto ir tario santykis, todél jie
turi daugiau organiniy substraty, kurie gali buti naudojami mineralinéms nuosé-
doms susidaryti (Menon et al., 2019). Nors gryby filamenty kalcifikacija néra iki
galo iStirtas procesas, taciau yra zinomi du esminiai veiksniai, lemiantys CaCOs
nuosédy susidarymo kiekj, karbonaty Sarmingumas ir Ca?* jony koncentracija.
Metaboliné filamentiniy gryby veikla, galinti padidinti karbonato Sarminguma,
paprastai apima vandens suvartojimg, fizikocheminj CO> iSskyrimg dél gryby
kvépavimo, taip pat organiniy riig8¢iy oksidacijg, nitraty disimiliacijg ir karba-
mido hidrolize (Bindschedler et al., 2016).

Bakterijos skatina mineraly nusodinima tik per indukuotos biomineralizaci-
jos procesus, o grybai tai geba atlikti per indukuotos biomineralizacijos ir organo-
mineralizacijos procesus. Daugelio gryby lasteliy sienelése yra chitino, kuris yra
N-acetilgliukozamino polimeras. Yra Zinoma, kad chitinas geba suristi Ca®* jonus,
nes sudaro substrata, kuris gali gerokai sumazinti branduoliy susidarymui reika-
lingas aktyvavimo energijas, todél tarpfaziné energija tarp grybo ir mineralinio
kristalo tampa gerokai mazesné nei tarp mineralinio kristalo ir tirpalo (Menon
etal., 2019). Taigi, tiek gyva, tiek negyva gryby biomasé gali suristi jonus ant
savo lgsteliy sieneliy. Dél to vyksta mineraliniy faziy uZuomazgy susidarymas ir
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nusodinimas (Takey et al., 2014). Tada suristi Ca®" jonai gali sgveikauti su istir-
pusiu karbonatu, o ant grybo hify nuséda CaCOsz nuosédos.

Ureaze turintis filamentinis grybas Neurospora crassa geba nusodinti kalcio
karbonatg ant smulkiagriidzio betono MICP biidu ir sudaryti apsauging dangg ant
poréty statybiniy medziagy, pavyzdziui, smulkiagriidzio betono ir cemento.
N. crassa geba augti ir kolonizuoti betono pavirsiy, kuriame dél karbamido hid-
rolizés yra nusodinamas kalcio karbonatas. Tankus hidrofobinis micelinis tinklas
sudaro fizinj barjerg vandens infiltracijai, o kalcio karbonato nuosédos veikia kaip
biocementas, uzpildantis poras ir triikius (Zhao et al., 2022). Yra zinoma, kad pH
gebantys reguliuoti Aspergillus nidulans mutantai (MAD1445) gali augti ant be-
tono ploks¢iy (Menon et al., 2019).

Mielés Saccharomyces cerevisiae taip pat gali sukelti kalcio karbonato nuso-
dinimg. Tai yra fakultatyvinis anaerobinis grybas, placiai naudojamas alaus ir
maisto gamyboje. Organings riigstys, pavyzdziui, acto rigstis, piruvo ragstis, a-
ketoglutaratas ir pradinis riigStinis pH yra veiksniai, skatinantys CaCOs
nuosédy susidaryma. Taciau pagrindinis mechanizmas, paskatinantis mieliy su-
kelta CaCOs susidaryma, yra trikarboksirtigsciy ciklas (1.4 pav.). Organiniy rags-
¢iy oksidacija vyksta tarplasteliniu biidu, o proceso metu susidariusio CaCOs3
iSeiga yra susijusi su CO; kiekiu, susidaran¢iu vykstant organiniy rtigs§ciy meta-
bolizmui (Li etal., 2023a; Li & Li, 2022). Taigi, mielés S. cerevisiae gali buti
naudojamos kaip alternatyvus mikroorganizmas MICP pritaikymams.
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1.4 pav. Mieliy S. cerevisiae sukelto kalcio karbonato i§sodinimo mechanizmas
(pagal Li et al., 2023)
Fig. 1.4. Mechanism of calcium carbonate precipitation induced
by the yeast S. cerevisiae (adapted from Li et al., 2023)
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Atlikta analizé rodo, kad ne tik bakterijos, ta¢iau ir pelésiniai grybai ir mielés
gali buti panaudoti biologinio betono gamybai. Tai leisty plésti mikroorganizmy
pritaikymo sritis statyby sektoriuje.

1.6. Pirmojo skyriaus iSvados ir disertacijos
uzdaviniy formulavimas

1. Bakterijos geba i$sodinti kalcio karbonatg autotrofiniais arba hete-
rotrofiniais keliais, todél gali bti taikomos skirtingiems biotechnolo-
giniams procesams.

2. Ureolitinés bakterijos, iSsodindamos kalcio karbonata kaip antrinj pro-
dukta, iSskiria amoniaka, kuris yra aplinkos tarSos Saltinis ir gali su-
kelti armattiros korozija, todél jy panaudojimas turi bati atidziai kont-
roliuojamas.

3. Tiesiogiai | betong jterpty bakterijy gyvybingumas yra labai ribotas,
todél biitina ieskoti efektyvesniy jy jterpimo ir apsaugos priemoniy.

4. Pustas molis, puistas perlitas, diatominé Zzemé ir kitos medziagos gali
biti sékmingai taikomos kaip nesikliai, pagerinantys bakterijy isgyve-
namumg ir veiksminguma betone.

5. Pelésiniai grybai bei mielés turi potencialg biiti panaudoti biologi-
niame betone, o tai suteikia galimybe plésti mikroorganizmy taikymo
sritis statybos sektoriuje.

Remiantis literatliros apZvalga ir analize, suformuluoti darbo uzdaviniai:

1. Parinkti biologinio betono sudétj, atsizvelgiant j bakterijy rii§j, jy gy-
vybingumg ir vietines zaliavas.

2. Nustatyti neSikliy gebéjimg apsaugoti bakterijas biologiniame betone.

3. Istirti aplinkos veiksniy (uz$alimo ir atSilimo cikly, drégmés, tempe-
ratliros) jtakg bakterijy gyvybingumui.

4. Istirti bakterijy gebéjima uzpildyti betone atsivérusius plySius labora-
torinémis saglygomis.






Bakterijy gyvybingumo biologiniame
betone tyrimy metodai

Siame skyriuje aprasomi fizikiniai ir klasikiniai mikrobiologiniai metodai, taikyti
tyrimo metu. Taip pat pateikiamos tyrimams naudotos medziagos ir bakterijy ka-
mienai.

Tyrimy metu i8 iSauginty bakterijy kulttiry buvo ruosiamos bakterijy sporos,
kuriy susidarymas vertintas mikroskopiskai. Gautos bakterijy sporos buvo jkap-
suliuotos j dviejy riisiy nesiklius — piistg molj ir kalcio alginato mikrokapsules, ir
toliau ruosiami betono bandiniai. Buvo tiriamas minéty nesikliy tinkamumas ap-
saugoti bakterijas betono matricoje. Taip pat piistas molis buvo dengiamas jvai-
riais polimeriniais apvalkalais, siekiant pagerinti bakterijy gyvybinguma. Tirta ce-
mento pH, elektrinio laidumo ir cheminés sudéties jtaka bakterijy
iSgyvenamumui. Nustacius cemento sudétj, buvo vertinamos jame esanc¢iy metaly
oksidy minimalios slopinancios koncentracijos tiriamoms bakterijy rasims. Taip
pat buvo tiriama aplinkos sglygy jtaka bakterijy iSgyvenamumui betone. Buvo
vertinama cemento hidratacijos temperatiiros, uzsalimo-atsilimo cikly, betono
kietinimo salygy ir drégmés jtaka bakterijy iSgyvenamumui betono matricoje ir
savaiminio plySiy uZsivérimo efektyvumui.

Skyriaus tematika paskelbti 5 autorés straipsniai (Ivaské (Jankuté) su bend-
raautoriais, 2021, 2022, 2023, 2024a, 2024b).
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2.1. Tyrimy metu naudoti bakterijy kamienai ir
medziagos

Siame skyriuje apra$omi tyrimo metu naudoti bakterijy kamienai, skystosios ir
standziosios mikrobiologinés terpés, skirtos jy auginimui. Taip pat pateiktos nau-
dotos medziagos: cemento tipai, uzpildai, metaly oksidy nanodalelés. Tyrimo
metu buvo naudojami penkti jprasti Portlandcemencio tipai i§ skirtingy Europos
gamintojy. Kaip uzpildas buvo naudojamas puistas molis arba kalcio alginato mik-
rokapsulés. Metaly oksidy nanodalelés buvo naudojamos minimaliy slopinanciy
koncentracijy nustatymui tirtamoms bakterijy riisims.

2.1.1. Bakterijy kamienai

Tyrimo metu buvo naudojami neureolitiniai bakterijy kamienai. Sie kamienai pa-
sirinkti todél, kad naudojant ureolitines bakterijas, kalcio karbonato i§sodinimo
metu susidaro amonio jonai, kurie kenkia Zzmoniy sveikatai ir sukelia armatiiros
korozija.

Tyrimo metu buvo naudojami sporas formuojantys bei alkalifiliniai bakterijy
kamienai Bacillus pseudofirmus (Alkalihalophilus pseudofirmus) (DSM 8715),
Bacillus cohnii (Sutcliffiella cohnii) (DSM 6307) ir Bacillus halodurans (Halal-
kalibacterium halodurans) (DSM 497). Bakterijy kamienai buvo gauti i§ Vokie-
tijos mikroorganizmy ir Igsteliy kultiiry kolekcijos (Braunsveigas, Vokietija).

2.1.2. Mikrobiologinés terpés

Tyrimy metu mikroorganizmai buvo auginami skystose mitybinése terpése ir ant
standziyjy mitybiniy terpiy.

Tyrimy metu naudotos skystosios mitybinés terpés:
e Sarminé mitybiné terpé: 5 g/l peptono, 3 g/l mieliy ekstrakto, 4,2 g/1
NaHCO3, 5,3 g/l Na,COs, 1 | distiliuoto vandens;
e sporuliacijos terpé: 3.5 g/l cukrozés, 4 g/l mieliy ekstrakto, 0,02 g/l
KH2PO4, 0,166 g/l CaCl,, 0,476 g/l KCI, 0,2 g/l MgSO.-7H:0, 0,2 g/l
MnSQO4-H20, 4,2 g/l Na,COs, 5,3 g/l NaHCOs, 1 | distiliuoto vandens.

Tyrimy metu naudotos standziosios mitybinés terpés:
e agarizuota Sarminé mitybiné terpé: 5 g/l peptono, 3 g/l mieliy ekstrakto,
4,2 g/l NaHCOs3, 5,3 g/l Na,COs, 20 g/l agaro, 1 | distiliuoto vandens.
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2.1.3. Cemento tipai

Tyrimy metu naudoti penki jprasto Portlandcemencio tipai i§ skirtingy Europos
gamintojy:

1. CEM-142,5 R, Akmenés cementas, Lietuva.

2. CEM-II/A-LL 42,5 N, Akmenés cementas, Lietuva.

3. CEM-I 42,5 R , Rocket“, HeidelbergCement Group, Svedija.

4. CEM-1425 N ,,Enci“, HeidelbergCement Group, Nyderlandai.

5. Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, ,,Aalborg White*, Danija.

Visy rusiy cementas atitiko EN 197-1 standartg.

2.1.4. Uzpildai

Tyrimo metu naudoti du betono uzpildai:
1. Pastas molis (4-8 mm, Liaporas, Vokietija).
2. Hidrogelis (kalcio alginato mikrokapsulés).

2.1.5. Vanduo

Tyrimy metu cemento teSlos ir smulkiagriidzio betono bandiniams pagaminti
buvo naudojamas geriamasis vanduo.

2.1.6. Metalo oksidy nanodalelés

Metalo oksidy nanodalelés buvo gautos i§ ,,Sigma Aldrich“ (Merck grupé, Vokie-
tija).

Naudoty nanodaleliy grynumas:
1. Al,03—-98,2 %;

Fe203 — 99,7 %;

MgO — 94,7 %;

TiO2 - 99,4 %;

ZnO —>98,5 %;

CuO -99,2 %.

S~ wN

2.2. Cemento savybiy tyrimai

Siame poskyryje pateikta cemento savybiy tyrimo metodika: cemento suspensijos
pH ir elektrinio laidumo matavimai, cheminés cementy sudéties nustatymo ir eg-
zoterminés temperattiros matavimo metodika.
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2.2.1. Cemento suspensijos pH ir elektrinio laidumo
matavimas

Cemento suspensijy pH ir elektriniam laidumui nustatyti buvo naudojamas ,,Mett-
ler-Toledo MPC 227 prietaisas, pH elektrodo ,,InLab 410 matavimo tikslumas
0,01; elektrodo ,,InLab 730 matavimo diapazonas 0—1000 uS/cm. Matavimai at-
likti 20£1 °C temperatiiroje. Cemento ir vandens santykis suspensijoje sieké 1:5.
Pirmas matavimas buvo atliktas 5 min. po cemento sumai§ymo su vandeniu, iKi
90 minutés buvo matuojama kas 10 min., po to — po 2, 3, 5 ir 6 valandy.

2.2.2. Cheminés cementy sudéties nustatymas

Cheminé¢ skirtingos riiSies cemento sudétis nustatyta bangos ilgio dispersija pag-
rjstu rentgeno spinduliy fluorescenciniu analizatoriumi (XRF) ,,Rigaku ZSX Pri-
mus IV*. Generatoriaus jtampa — 60 kV, srové 150 mA. Rentgeno vamzdzio a-
nodo medziaga — Rh, rentgeno vamzdzio galia — 4 kW. Bandiniai §iam bandymui
paruosti formuojant 37 mm diametro tabletes, suspaudziant jas su hidrauliniu
,»Herzog TP20* (200kN) presu. Matavimai buvo atliekami 36,6 °C temperattiroje,
vakuume. Skenavimas buvo nustatytas taip, kad bty aptikti visi elementai, kuriy
kiekis didesnis nei 0,01 %.

2.2.3. Egzoterminés temperatiros matavimas

Portlandcemencio teslos hidratacijos Siluma buvo matuojama pusiau adiabatiné-
mis sglygomis. Paruostos skirtingo tipo cementy teslos (1900 g, v/c=0,4) buvo
supilstytos j 100x100x100 mm formeles. Temperattros kilimui stebéti kickvieno
méginio viduryje buvo jdéta termopora stikliniame vamzdelyje. Forma buvo de-
dama j inda, izoliuota polistireniniu putplasciu (storis — 50 mm, Silumos laidumo
koeficientas — 0,043 W/(mK)) i§ vidaus. Eksperimentai buvo atlickami esant
20+1 °C temperatirai, kuri buvo registruojama 70 valandy nepertraukiamai. Tes-
los pagaminimui naudojamy Zaliavy ir vandens temperatiiros buvo identiskos, t. Y.
20+1 °C.

2.3. Uzpildo savybiy tyrimai skenuojancios
elekroninés mikroskopijos metodu
Bakterijy jmobilizavimo ant ptisto molio daleliy jvertinimui buvo naudojama ske-

nuojancios elektroninés mikroskopijos analizé. Sis metodas taip pat buvo taiko-
mas siekiant jvertinti ptisto molio daleliy padengimg papildomais apvalkalais.
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Bakterijomis jmobilizuoty ptisto molio daleliy pavirSius buvo tiriamas nau-
dojant ,,JEOL JSM-7600F“ skenuojantj elektroninj mikroskopa (SEM), kurio
greitéjimo jtampa yra 10 KV. Atstumas tarp SEM ir bandinio pavir§iaus buvo 7—
11 mm. PavirSiaus topografijai atkurti buvo naudojamas vaizdas su antriniais el-
ektrony detektoriais (SEI ir LEI). Méginiai buvo visiSkai i§dziovinti krosneléje
60+5 °C temperatiiroje per 72 val. ISdziovinti méginiai buvo padengti elektrai
laidziu plonu aukso sluoksniu vakuume garinant auksinj elektrodg, naudojant
,»Quorum Q150R ES* prietaisg (Quorum, Lotonas, UK).

2.4. Bakterijy mineralizacijos aktyvumo tyrimai

Siekiant nustatyti tiriamy bakterijy rasiy gebéjima vykdyti CaCOs iSsodinima,
buvo atlickamas mineralizacijos aktyvumo tyrimas skystoje terpéje. Spory sudy-
gimui | terpe (5 ml NaCl, 5 mL 0,1 M inozino, 0,15 g peptone ir 0,15 g mésos
ekstrakto (pH 9,7)) buvo jpilama 40 ml Tris-HCI buferinio tirpalo (pH 9,7), turin-
¢io 107 tiriamy bakterijy spory/ml. Kaip kontroliné grupé buvo tiriama terpé be
bakterijy spory. Paruosti misiniai buvo inkubuojami 90 min. 30 °C temperatiiroje
(140 rpm). Tuomet mineralizacijos aktyvumui tirti j miSinj buvo pilama 20 mM
kalcio laktato tirpalo ir inkubuojama tomis pa¢iomis saglygomis. Kalcio jony kon-
centracija tiriamosiose grupése buvo matuojama po 1, 3 ir 7 dieny, naudojant kal-
cio kolorimetrinés analizés rinkinj. Siuo rinkiniu kalcio jony koncentracija buvo
nustatoma dél chromogeninio komplekso, nuzadancio reakcijos misinj violetine
spalva, kuris susiformuoja tarp Ca?" jony ir o-krezolftaleino. Chromogeninio
komplekso kiekis, kuris yra proporcingas esanc¢iy kalcio jony koncentracijai, buvo
jvertinamas spektrofotometriskai 575 nm bangos ilgyje. Tikslesniems rezultatams
gauti eksperimentas buvo atliekamas 3 kartus.

2.5. Bakterijy gyvybingumo tyrimo metodai

Siame poskyryje yra pateikta bakterijy gyvybingumo betone tyrimo metodika.
Aprasomi bakterijy augimui ir spory paruo$imui taikyti metodai. Tyrimy metu i$
iSauginty bakterijy kulttiry buvo ruosiama bakterijy suspensija, spory susidarymas
buvo vertintas mikroskopiskai. Gautos bakterijy sporos buvo jmobilizuotos |
dviejy riisiy nesiklius — paista molj ir kalcio alginato mikrokapsules. Siame posky-
ryje taip pat pateikiama bakterijy spory gyvybingumo betone tyrimo metodika.
Bakterijy spory gyvybingumas betone buvo vertinamas klasikiniu mikrobiologi-
niu skiedimo-séjimo metodu.
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2.5.1. Bakterijy kultury iSsaugojimas

Bakterijos B. pseudofirmus, B. cohnii ir B. halodurans pagal gamintojo rekomen-
dacijas buvo auginamos Sarmingje mitybingje terpéje 30 °C temperatiiroje aeruo-
jant (150 rpm) per naktj. Lastelés buvo surinktos centrifuguojant (5000 g, 8 min.)
ir suspenduotos 1 ml tos pacios mitybinés terpés 50 % glicerolio tirpalo, i$pilsty-
tos po 100 pl ir saugomos uzsaldytos —80 °C temperatiiroje.

2.5.2. Bakterijy auginimas bei spory ruosimas

Bakterijos B. pseudofirmus, B. cohnii ir B. halodurans pagal gamintojo rekomen-
dacijas buvo auginamos $armingje mitybingje terpéje 30 °C temperatiiroje aeruo-
jant (150 rpm) per naktj. Bakterijos buvo persétos j sporuliacijos terpe ir augina-
mos 30 °C temperattroje acruojant (150 rpm) 4 paras, kol susiformuoja sporos.
Spory formavimosi jvertinimui bakterijy kultira buvo dazoma Seferio-Fultono
metodu ir stebima mikroskopiskai.

Bakterijy spory susidarymo stebéjimui Seferio-Fultono metodu bakterijy kul-
tiira buvo uZzlaSinta ant objektinio stiklelio, iSdziovinta ore ir fiksuota kars¢iu. Ant
paruostos bakterijy kultiiros buvo uzlasinta 0,5 % vandeninio malachito zaliojo
tirpalo, 5 min. laikoma vir§ verdancio vandens gary ir stebima, kad dazai neis-
dzitty. Stikliukas gerai nuplautas distiliuotu vandeniu. Kultira 30 sek. buvo da-
zoma safranino tirpalu. Stikliukas vél gerai nuplautas distiliuotu vandeniu ir nu-
sausintas filtriniu popieriumi. NusidaZiusios lastelés buvo stebimos Sviesiniu
mikroskopu. Susidariusios endosporos nusidazé zalia spalva, o vegetatyvinés lgs-
telés — raudona.

I§ bakterijy kultiiros, iSaugintos Sarminéje sporuliacijos mitybinéje terpéje,
surenkamos sporos. Tai atlickama kultiirg centrifuguojant (5000 g, 10 min.).
Spory nuosédos buvo tris kartus plaunamos atSaldytu 10 mM Tris-HCI buferiniu
tirpalu (pH 9). Gauta suspensija 30 min. buvo kaitinama 80 °C temperatiroje, kad
buty sunaikintos vegetatyvinés lgstelés. Véliau bakterijy kulttra vél tris kartus
plauta 10 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu (pH 9). Spory formavimosi jvertinimui
spory pavyzdziai buvo dazomi Seferio-Fultono metodu ir stebimi mikroskopiskai.
Spory kiekis suspensijoje nustatomas séjimo-skiedimo metodu. Spory suspensija
saugoma 4 °C temperatiiroje.

Spory kiekio suspensijoje nustatymui séjimo-skiedimo metodu, pirmiausiai
buvo ismatuotas bakterijy suspensijos optinis tankis. Atlikti skiedimai, gaunant
107, 108, 105, 104, 10% ir 10% bakterijy spory/ml. | 1éksteles su agarizuota Sarmine
mitybine terpe buvo s¢jama po 100 pl suspensijos, turin¢ios 10® ir 10? bakterijy
spory/ml. Norint gauti statistiSkai patikimg vidurkj, kiekvieno skiedimo buvo
paséjama po 3 léksteles. Bakterijos buvo auginamos 30 °C temperatiiroje per
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naktj. Kitg dieng suskai¢iuojamas iSaugusiy kolonijy skai¢ius. Apskaic¢iuojamas
spory skaicius suspensijoje KSV/ml, pagal formulg:

M=A-10"-10, (2.1)

¢ia M — gyvy lasteliy skaicius 1 ml; A — kolonijy skaiciaus lékstelése vidurkis;
10" — skiedimo koeficientas; 10 — perskai¢iavimo koeficientas, nes buvo iSséta
0,1 ml.

2.5.3. Bakterijy spory jmobilizavimas j ptisto molio daleles

Kaip lengvasis uzpildas buvo naudojamas piistas molis (4-8 mm, Liaporas, Vo-
Kietija), kuris buvo impregnuotas vakuume esant 0,1 MPa slégiui. Piisto molio
dalelés impregnuotos 80 g/l kalcio laktato, 1 g/l mieliy ekstrakto ir 108 KSV/ml
spory suspensijos tirpalu. Véliau piisto molio dalelés buvo dziovinamos kambario
temperattiroje 72 val. iki pastovios masés.

I ptista molj jterpty bakterijy spory kiekis nustatytas jam i8dzitivus iki pasto-
vios mases. Tai buvo atlikta taikant skiedimo-séjimo metoda. Griistuveje piisto
molio dalelés kruops¢iai sutrintos j miltelius, pasverta 1 g sutrinto piisto molio ir
uzpilta 9 ml 10 mM Tris-HCI buferinio tirpalo (pH 9). Misinys homogenizuotas
naudojant sukurinj kratytuvg. Atlikti skiedimai, gaunant 10, 10°, 104 10% ir 10°
bakterijy spory/ml. | lékSteles su agarizuota Sarmine mitybine terpe buvo s¢jama
po 100 pl suspensijos, turin¢ios 10% ir 10? bakterijy spory/ml. Norint gauti statis-
tiskai patikimag vidurkj, kiekvieno skiedimo paséta po 3 1éksteles. Bakterijos au-
gintos 30 °C temperatiiroje per naktj. Kitg dieng suskai¢iuotas iSaugusiy kolonijy
skaiCius. ApskaiCiuojamas spory skai¢ius pusto molio dalelése (KSV/1 g piisto
molio) pagal 2.1 formulg.

2.5.4. Pusto molio daleliy apsauginio sluoksnio formavimas

Buvo tiriami astuoni skirtingi apvalkalai, skirti sukurti apsauginj sluoksnj ant bak-
terijomis jmobilizuoty puisto molio daleliy. Visy apsauginiy sluoksniy sudétis yra
pateikta 2.1 lenteléje. MKPC apvalkalas buvo pagamintas i$§ 45 g vandens, 22,5 g
KH,PO4, 7,5 g MgO ir 3 g stireno-akrilato emulsijos. Sios dangos cheminé sudétis
yra labai panasi j fosfatcemencio, naudojamo kaip alternatyva tradiciniam port-
landcemenciui, sudéciai (Wu et al., 2020). Al ir A2 apvalkalai buvo pagaminti
atitinkamai is vieno arba dviejy stireno-akrilato emulsijos sluoksniy (Weberfloor
4716, Saint-Gobain, Paryzius, Pranciizija). Tai vandens pagrindo emulsija, nau-
dojama kaip pory sandariklis betoniniuose pavirSiuose. P1 ir P2 apvalkalai buvo
pagaminti atitinkamai i§ vieno arba dviejy lateksiniy akriliniy dazy (Optiva 3
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Ceramic, Tikkurila, Vanda, Suomija) sluoksniy. MgO apvalkalas buvo pagamin-
tas i§ 5 g MgO, kuris yra vidutiniskai reaktyvus, ir 10 g vandens. Si suspensija
buvo maiSoma 10 min. kambario temperatiiroje, todél dalinis MgO hidratacijos
santykis gali buti apie 10-30 % (Xing et al., 2018). Trumpas vandens poveikis
uztikrino, kad MgO sudaro didziausiag MgO apvalkalo dalj. Tai savo ruoztu uztik-
rina, kad MgO toliau reaguos su vandeniu, esanciu betone, sudarydamas apsauginj
MgO sluoksnj. AM1 ir AM2 apvalkalai buvo paruosti maisant stireno-akrilato e-
mulsijg (Weberfloor 4716, Saint-Gobain, Paryzius, Pranciizija) ir MgO atitinka-
mai santykiais 10:1 ir 30:1.

2.1 lentelé. Tyrimo metu naudoti apsauginiai pasto molio sluoksniai
Table 2.1. Protective layers of expanded clay used in this study

Nr. Apvalkalas Sudétis
1 MKPC kalio magnio fosfato cementas
2 Al vienas stireno-akrilato emulsijos sluoksnis
3 A2 du stireno-akrilato emulsijos sluoksniai
4 P1 vienas sluoksnis vandens, latekso, akrilo kompoziciniy dazy
5 P2 du sluoksniai vandens, latekso, akrilo kompoziciniy dazy
6 MgO magnio oksidas ir magnio hidroksidas
7 AM1 stireno-akrilato ir magnio oksido tirpalas
8 AM?2 stireno-akrilato ir magnio oksido tirpalas
9 C be apvalkalo
10 | CC be apvalkalo ir be bakterijy

C bandinys nebuvo dengiamas apsauginiu apvalkalu ir buvo naudojamas kaip
kontrolinis bandinys. CC bandinys buvo naudojamas kaip dvigubos neigiamos
kontrolés bandinys, nes buvo paruostas be apvalkalo ir bakterijy. Norint tolygiai
paskirstyti apvalkalo medziagg, puisto molio dalelés buvo panardintos j i$ anksto
paruostus apsauginiy apvalkaly tirpalus. Apdengtos ptsto molio dalelés buvo
dziovinamos kambario temperatiiroje 48 val.

2.5.5. Betono bandiniy paruosimas su pusto molio dalelémis

Tyrimams buvo ruoSiami smulkiagriidzio betono bandiniai su piisto molio uz-
pildu. Cilindro formos bandiniai (255 x 15 mm) buvo pagaminti naudojant Siuos
komponentus: smélj (0/4 mm), cements, vandenj ir piisto molio daleles su jmobi-
lizuotomis bakterijy sporomis. Betono misinio proporcijos yra pateiktos 2.2 len-
teléje.
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2.2 lentelé. Betono misinio sudétis 1 m® betono (pritaikyta is Tziviloglou et al., 2016)
Table 2.2. Concrete mix composition for 1 m? of concrete (adapted from Tziviloglou
et al., 2016)

Medziaga Sudetis, kg ;lr?ilzlis viename bandinyje, g/ban-
Cementas 463 16,2

Smélis, 0/4 mm 855 30

Piistas molis, 4-8 mm 280 9,8

Vanduo 2315 8,1

Biologinio betono bandiniai su j ptista molj jmobilizuotomis bakterijy sporo-
mMis buvo ruoSiami Siems tyrimams:

1. Bakterijy spory gyvybingumo priklausomybés nuo cemento tipo nustaty-
mul.

2. Skirtingy raisiy bakterijy spory gyvybingumo betono matricoje nustaty-
mui.

3. Bakterijy spory gyvybingumo priklausomybés nuo betono bandiniy hid-
ratacijos temperattiros nustatymui.

4. Pusto molio apvalkaly jtakos bakterijy gyvybingumui betono matricoje
nustatymui.

5. Bakterijy spory gyvybingumo priklausomybés nuo betono kietinimo sa-
lygy nustatymui.

6. Bakterijy spory gyvybingumo, vykstant Zemos temperatiiros bei uzsa-
limo-atsilimo ciklams, tyrimams.

Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo cemento tyrimams betono ban-
diniai buvo gaminami atskiruose plastikiniuose induose, uzdengiami ir paliekami
kietéti atitinkamai 3 dienas. Pragjus Siam laikui, bandiniai buvo iSimami i§ plasti-
kiniy indy ir tolesniems tyrimams saugomi kambario (20 °C) temperatiiroje Su
55 + 5 % santykine oro drégme. Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo ce-
mento tipo tyrimai leido identifikuoti cemento tipa, kurj naudojant bakterijy gy-
vybingumas yra didZiausias. Sis atrinktas cemento tipas toliau buvo naudojamas
kitose gyvybingumo tyrimuose. Tyrimo planas pateiktas 2.3 lenteléje. Kiekvie-
nam gyvybingumo tyrimui buvo gaminami 4-6 betono bandiniai.

Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo bakterijy riisies tyrimams be-
tono bandiniai buvo gaminami naudojant balta CEM-1 52,5 R-SRS5 tipo cementa
atskiruose plastikiniuose induose, uzdengiami ir paliekami kietéti atitinkamai
7 paras. Pragjus Siam laikui, bandiniai buvo i§imami i§ plastikiniy indy ir toles-
niems tyrimams saugomi kambario temperatiiroje su 55 + 5% santykine oro
drégme.
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2.3 lentelé. Bakterijy spory gyvybingumo biologiniame betone tyrimy programa
Table 2.3. Investigation programme of bacterial spores' viability in biological concrete

Bakterijy gyvybingumo priklausomybé nuo cemento tipo
Kietinimo | Bandiniy

Cemento tipas Bakterijy rusis temperatira | skaicius
;5\')2-1 42,5 R, Akmenés cementas, Li- B. pseudofirmus | 20 °C 6

CEM-II/A-LL 42.5 N, Akmenés ce-

mentas, Lietuva. B. pseudofirmus | 20 °C 6
CEM-142. 5 R, Rocket“, Heidel- . o
bergCement Group, Svedija. B. pseudofirmus | 20 °C 6
CEM-142,5 N ,,Enci“, HeidelbergCe- . o
ment Group, Nyderlandai. B. pseudofirmus | 20 °C 6
Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, ,,Aalborg B. pseudofirmus | 20 °C 6

White*, Danija.
Bakterijy gyvybingumo priklausomybé nuo bakterijy rusies
Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, ,,Aalborg

White, Daniia. B. pseudofirmus | 20 °C 4
Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, ,,Aalborg . o

White*, Danija. B. cohnii 20°C 4
Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, ,,Aalborg B. halodurans 20 °C 4

White*, Danija.
Bakterijy gyvybingumo priklausomybé nuo betono kietinimo temperatiiros
Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, ,,Aalborg

White, Danija. B. pseudofirmus | 20 °C 4
Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, ,,Aalborg . o

White*, Danija. B. pseudofirmus | 40 °C 4
Baltas CEM-I 52,5 R-SR5, ,,Aalborg B. pseudofirmus | 80 °C 4

White“, Danija.

Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo betono kietinimo temperattiros
tyrimams betono bandiniai buvo gaminami naudojant balta CEM-1 52,5 R-SR5
tipo cementg atskiruose plastikiniuose induose, uzdengiami ir paliekami kietéti 24
valandas. Praéjus Siam laikui, indai buvo pripildomi vandeniu ir laikomi dziovyk-
loje prie skirtingy temperattry (20, 40 ir 80 °C) 3 paras. Po to, plastikiniai indai
buvo pasalinami ir betono bandiniai laikomi kambario (20 °C) temperatiiroje su
55 £ 5 % santykine drégme.

Piisto molio apvalkaly jtakos bakterijy gyvybingumui betono matricoje tyri-
mai ir betono savaiminio atsinaujinimo tyrimai buvo atliekami su
B. pseudofirmus bakterijomis. Betono bandiniai buvo gaminami naudojant balta
CEM-1 52,5 R-SR5 tipo cementg pagal 2.2 lenteléje pateiktas proporcijas. Sie kie-
kiai buvo naudojami pagaminti betono bandinius su padengtomis ir nepadengto-
mis piisto molio dalelémis. Norint uztikrinti, kad visuose bandiniuose biity piisto
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molio su jmobilizuotomis bakterijomis kiekis, ptisto molio dalelés buvo pasveria-
mos prie§ padengimo procediira. Taip galutinis ptisto molio svoris su jkapsuliuo-
tomis bakterijomis ir maistinémis medziagomis iSlicka vienodas visuose betono
bandiniuose, nors kiekvienas apdangalas prideda papildomo svorio prie bakteri-
jomis jmobilizuoto pisto molio daleliy. Kiekvienam 2.1 lenteléje nurodytam
pisto molio apdangalui buvo gaminami 3 bandiniai gyvybingumo tyrimams ir 3
bandiniai betono savaiminio atsinaujinimo tyrimams.

Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo betono kietinimo sglygy tyrimai
buvo atliekami su B. pseudofirmus bakterijomis. Betono mi$iniui paruosti buvo
naudojamas bakterijomis impregnuotos piisto molio dalelés, padengtos stireno-
akrilato emulsija (Weberfloor 4716, Saint-Gobain, Paryzius, Pranciizija). Betono
bandiniai buvo gaminami naudojant balta CEM-1 52,5 R-SRS tipo cementg pagal
2.2 lenteléje pateiktas proporcijas atskiruose plastikiniuose induose, uzdengiami
ir paliekami kietéti 24 valandas. Tada pusé pagaminty bandiniy buvo jmerkiami |
vandenj, o kita pusé — paliekami kietéti kambario temperattroje (20 °C). Kiekvie-
nam nurodytam atvejui buvo gaminami 3 bandiniai.

Bakterijy gyvybingumo tyrimai, vykstant uzsalimo-atsalimo ciklams, ir sa-
vaiminio atsinaujinimo tyrimai, imituojamomis lietaus saglygomis, buvo atliekami
su B. pseudofirmus bakterijomis. B1-B4 smulkiagriidZio betono bandiniai buvo
paruosti identiSkai ir veikiami $aléio arba uzsalimo-atsilimo cikly, tuo tarpu kont-
roliniai K1-K4 bandiniai nebuvo veikiami $al¢io arba uzSalimo-atsilimo cikly.
Buvo gaminami 40x40x150 mm betono bandiniai. Betono misinio proporcijos
pateikiamos 2.4 lenteléje. Betono misiniui paruosti buvo naudojamos bakterijomis
impregnuotos pusto molio dalelés, padengtos stireno-akrilato emulsija (Weberf-
loor 4716, Saint-Gobain, Paryzius, Pranciizija) ir baltas CEM-I 52,5 R-SR5 tipo
cementas. I§ pradziy sausi komponentai buvo sudéti j rotacing maisykle (Zyklos
ZZ 75 HE, Pemat, Freisbachas, Vokietija) ir maiSyti vieng minutg. Tada buvo j-
piltas vandens ir betono misinys, maiSytas dar dvi minutes. Buvo liejami sustip-
rinti (armuoti) arba paprasti betono bandiniai. Sustiprinti bandiniai buvo naudo-
jami savaiminio atsinaujinimo metu vykstancio plyS$iy uzpildymo proceso
matavimui, o paprasti betono bandiniai — bakterijy gyvybingumo tyrimams. Kont-
roliniams bandiniams pagaminti buvo naudotos 2.4 lenteléje nurodytos betono
misinio proporcijos ir ptistas molis be impregnuoty bakterijy spory.

2.4 lentelé. Betono misinio sudétis 1 m® betono
Table 2.4. Concrete mix composition for 1 m® of concrete

Medziaga Sudétis, kg Masés procentai, %
Cementas 463 49
Smélis, 0/4 mm 855 26
Piistas molis, dengtas apsauginiu sluoksniu | 280 10
Vanduo 2315 15
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Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo Sal¢io cikly bei uzsalimo-
atSilimo cikly tyrimui buvo ruosiami 40x40x150 mm betono bandiniai. Bandiniai,
kuriems buvo taikyti uzsalimo-atsilimo ciklai, buvo panardinti j vandenj, tuo tarpu
bandiniai, kuriems buvo taikyti $al¢io ciklai, buvo laikomi ore. Kiekvienam ty-
rimui buvo naudojama po keturis bandinius. Visiems bandiniams buvo pakar-
totinai taikomi uzsalimo-atsilimo ciklai. Vieng ciklg sudaré 2—4 dienos Saldymo —
20 °C temperatiiroje, po to 1 diena atSildymo 20 °C temperatiiroje. Per 78 dienas
buvo atlikti 20 uzsalimo-atsilimo cikly. Kaip kontrolé buvo naudojami bandiniai,
laikomi pastovioje 20 °C temperatiiroje vandenyje arba ore.

2.5.6. ] pusta molj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumo
tyrimas

Paruosti smulkiagriidzio betono bandiniai su piisto molio uzpildu ir jmobilizuoto-
mis bakterijy sporomis toliau buvo naudojami bakterijy gyvybingumui betone
tirti. ] ptista molj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumo tyrimo planas pateik-
tas 2.1 pav.

I ptista molj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumo tyrimai

Priklausomybé nuo Priklausomybé nuo
cemento tipo bakterijy rasies
Bakterijy gy- ]
Priklausomybé Priklausomybé vybingumas C\;/y\k/zttzllnntgl?irg:—s
nuo betono nuo betono naudojant skir- I.y s
S . - . _ imo-atsilimo
kietéjimo sa- hidratacijos tingus pisto o e
h : bei $alcio cik-
lygy temperatiiros molio apvalka- lams
lus

2.1 pav. | puista molj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumo tyrimy planas
(sudaryta autorés)
Fig. 2.1. Research plan for testing the viability of bacterial spores immobilised in
expanded clay (created by the author)

Bakterijy spory iSgyvenamumo priklausomybé nuo cemento tipo betone buvo
nustatoma praéjus 3, 7, 14, 21, 30 ir 60 dieny po betono bandiniy paruosimo. Skir-
tingy bakterijy rsiy gyvybingumas betone ir bakterijy gyvybingumo priklauso-
mybés nuo betono kietéjimo temperattiros buvo nustatomos praéjus 7, 14, 21 ir 28
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dienoms po betono bandiniy paruoSimo. Atliekant kiekvieng gyvybingumo ty-
rima, 6,53 g betono bandinio buvo sutrinami iki milteliy. Siame kiekyje bandinio
yra apie 1 g bakterijomis jmobilizuoty piisto molio daleliy. Gauti betono milteliai
buvo suspenduojami steriliame 10 mM Tris-HCI buferiniame tirpale (pH 9) ir ho-
mogenizuojami, naudojant stikurinj kratytuva. Tada buvo atliekami serijiniai skie-
dimai. ] 1éksteles su agarizuota Sarmine mitybine terpe buvo sé¢jama po 100 pl
suspensijos su dviem atitinkamais skiedimais. Norint gauti statistiSkai patikima
vidurkj, kiekvieno praskiedimo buvo paséjama po 3 1éksteles. Bakterijos buvo au-
ginamos 30 °C temperatiiroje per naktj, 0 kitg dieng suskai¢iuojamas iSaugusiy
kolonijy skaicius. Spory skaicius bandinyje apskaiciuotas pagal 2.1 formule.

I piista molj su apsauginiais apdangalais jmobilizuoty bakterijy spory gyvy-
bingumas betono bandiniuose buvo tiriamas pragjus 7, 14, 21, 35 ir 56 dienoms
po betono bandiniy paruosimo. Gyvybingumo tikrinamas atlickamas pagal anks-
Ciau aprasyta procediirg.

Bakterijy spory gyvybingumo priklausomybé nuo betono kietéjimo salygy
buvo nustatoma praéjus 1, 7, 14 ir 28 dienoms po betono bandiniy paruosimo.
Bakterijy spory gyvybingumas vykstant uzsalimo-atsilimo ciklams buvo nustato-
mas pragjus 1, 3, 5, 10, 15 ir 20 uzsalimo-atsilimo cikly. Gyvybingumo tikrinamas
atliekamas pagal auksciau aprasyta procediira.

2.5.7. Bakterijy jkapsuliavimas j hidrogelj

Ikapsuliavimo procediira buvo atliekama norint gauti mikrokapsules, kuriy sudé-
tyje buity bakterijy sporos ir mitybinés medziagos, reikalingos biologinio betono
plysiy uzsivérimui. Tyrimo metu naudojama jkapsuliavimo technika yra pagrijsta
natrio alginato geliacija, kurios metu Na* jonai yra pakei¢iami Ca®" jonais. | pa-
ruosta sterily jkapsuliavimo misinj, sudaryta i§ 2 % natrio alginato ir istirpinty
mitybiniy medziagy (5 g/l peptono ir 3 g/l mésos ekstrakto), buvo jdedama bak-
terijy spory suspensija. Spory suspensija sudare 2,5 % bendro miSinio turio, o ga-
lutiné bakterijy spory koncentracija jkapsuliavimo miSinyje buvo 107 bakterijy
spory/ml. Kapsulés su mitybinémis medziagomis be bakterijy spory buvo naudo-
jamos kaip kontrolé.

Ikapsuliavimo mi$inys su maistinémis medziagomis ir bakterijy sporomis
buvo lasinamas j sterily 0,2 M kalcio laktato tirpalg nuolat mai$ant. Sulasinus visg
misinj, gautos kapsulés buvo paliktos maisytis 30 min., kad jvykty visiskas gelia-
cijos procesas. Po to kapsulés buvo atskiriamos nuo kalcio laktato tirpalo, filtruo-
jant per sterily filtrg, ir plaunamos steriliu vandeniu. Paruo$tos kapsulés buvo
dziovinamos 55 °C temperatiiroje iki visisko i$dzitivimo. Visas jkapsuliavimo
procesas buvo atliekamas laminarinio oro srauto bokse.

Siekiant jvertinti jkapsuliuoty bakterijy spory skaiciy hidrogelio kapsulése,
jos buvo suardytos citratiniu buferiniu tirpalu, sudarytu i§ 55 mM trinatrio citrato,
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30 mM EDTA ir 150 mM NaCl (pH 8). I hidrogelj jkapsuliuoty bakterijy spory
gyvybingumas buvo nustatomas penkias kapsules istirpinus 5 ml sterilaus citrati-
nio buferinio tirpalo ir inkubuojant 30 °C temperattiroje. Tada buvo atliekami se-
rijiniai skiedimai. | 1€ksteles su agarizuota Sarmine mitybine terpe buvo sé¢jama po
100 pl suspensijos su atitinkamais skiedimais. Norint gauti statistiskai patikima
vidurkj, po kiekvieno praskiedimo paséjama po 3 léksteles. Bakterijos auginamos
30 °C temperaturoje per naktj. Kitag dieng suskai¢iuojamas iSaugusiy kolonijy
skaicius (KSV).

2.5.8. Maistiniy medziaguy, jkapsuliuoty j hidrogelj, pralaidumo
nustatymas

Maistiniy medziagy pralaidumo tyrimas buvo atliekamas naudojant skirtingos
koncentracijos (1, 1,5 ir 2 %) kalcio alginato kapsules su vienodu jkapsuliuoty
maistiniy medziagy kiekiu (5 g/l peptono ir 3 g/l mésos ekstrakto). Kapsulés be
maistiniy medziagy buvo naudojamos kaip kontrolé. Atitinkamas kiekis hidroge-
lio kapsuliy (150 vnt.) buvo suspenduotos 15 ml 10 % cemento filtrato tirpale ir
inkubuojamos kambario temperatiiroje. Po 3, 7 ir 14 dieny méginiai buvo anali-
zuojami spektrofotometriskai 280 nm bangos ilgyje, remiantis aromatiniy ami-
nortigs§¢iy UV sugertimi. Norint gauti statistiSkai patikimus rezultatus, eksperi-
mentas buvo kartojamas 3 kartus.

2.5.9. Betono bandiniy paruosimas su hidrogelio kapsulémis

Tyrimams buvo ruoSiami cemento teslos ir smulkiagriidzio betono bandiniai su
hidrogelio kapsulémis. Cilindro formos (245 x 30 mm) bandiniai buvo ruosiami
naudojant balta CEM-I 52,5 R-SR5 tipo Portlando cementa, smélj (0/4 mm), van-
denj ir pagamintas hidrogelio kapsules. Cemento teslos ir betono misinio propor-
cijos yra pateiktos 2.5 lenteléje. Kontroliniai bandiniai buvo gaminami naudojant
hidrogelio kapsules su mitybinémis medziagomis be bakterijy spory.

2.5 lentelé. Cemento teslos ir cemento smulkiagridzio betono bandiniy sudétis (pritai-
kyta i§ Fahimizadeh et al., 2020)

Table 2.5. Composition of cement paste and cement mortar samples (adapted from Fahi-
mizadeh et al., 2020)

Medziaga Smulkiagriidis betonas Cemento tesla

Be kapsuliy Be kapsuliy Be kapsuliy Su kapsulémis
Kapsulés - - - 0,849
Cementas 3049 159 159 3049
Smélis - 159 15¢g -
Vanduo 84 69 649 84
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Biologinio betono bandiniai su j kalcio alginato mikrokapsules jkapsuliuoto-
mis bakterijy sporomis buvo ruoSiami Siems tyrimams:

1. Bakterijy spory gyvybingumo priklausomybés nuo bakterijy riisies ce-

mento tesloje ir betone nustatymui.

2. Bakterijy spory gyvybingumo priklausomybés nuo betono bandiniy kie-

tinimo temperatiiros nustatymui.

Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo bakterijy risies cemento tesloje
ir smulkiagriidziame betone tyrimams betono bandiniai buvo gaminami atskiruose
plastikiniuose induose pagal 2.5 lenteléje pateiktas proporcijas, uzdengiami ir pa-
liekami kietéti 7 paras. Pra¢jus Siam laikui, bandiniai buvo iS§imami i§ plastikiniy
indy ir tolesniems tyrimams saugomi kambario temperatiiroje su 55 + 5 % santy-
kine oro drégme.

Bakterijy gyvybingumo priklausomybés nuo betono kietinimo temperattros
tyrimai buvo atliekami su B. pseudofirmus bakterijy sporomis. Betono bandiniai
buvo gaminami atskiruose plastikiniuose induose pagal 2.5 lenteléje pateiktas pro-
porcijas, uzdengiami ir palickami kietéti 24 valandas. Praéjus Siam laikui, indai
buvo pripildomi vandeniu ir laikomi dziovykloje prie skirtingy temperattry (20,
40 ir 80 °C) 3 paras. Po kaitinimo, plastikiniai indai buvo pasalinami ir betono
bandiniai buvo laikomi kambario temperattiroje su 55 £ 5 % santykine drégme.

Plysiy uzpildymo efektyvumo tyrimams smulkiagriidzio betono bandiniai
buvo gaminami pagal 2.5 lenteléje pateiktas proporcijas ir paliekami kietéti 7 pa-
ras kambario temperatiiroje SU 55 £ 5 % santykine drégme.

2.5.10. ] hidrogelj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumo
tyrimai

Paruosti betono bandiniai su j hidrogelj jmobilizuotomis bakterijy sporomis toliau
buvo naudojami bakterijy gyvybingumui tirti. ] hidrogelj jmobilizuoty bakterijy
spory gyvybingumo tyrimo kryptys pateiktos 2.2 pav.

I hidrogelj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumo tyrimai

Priklausomybé nuo
bakterijy riiSies cemento tesloje bei
smulkiagriidziame betone

Priklausomybé nuo betono kieté-
jimo temperattiros

2.2 pav. | hidrogelj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumo tyrimy planas
(sudaryta autorés)
Fig. 2.2. Research plan for testing the viability of bacterial spores encapsulated
in hydrogel (created by the author)
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Ikapsuliuoty bakterijy spory gyvybingumo priklausomybé nuo bakterijy ru-
Sies ir betono kietéjimo temperatiiros buvo tiriama praéjus 7, 14, 21 ir 28 dienoms
po bandiniy paruoSimo. Skirtingy bakterijy raSiy spory gyvybingumas buvo nus-
tatomas cemento teslos ir betono bandiniuose, tiriama po 3 bandinius. Atliekant
kiekvieng tyrima, dalis cemento teslos ir betono bandinio buvo sutrinama plak-
tuku, kad hidrogelio kapsulés buty iSskirtos i§ bandinio. Kiekvienam gyvybin-
gumo testui, penkios kapsulés i§ cemento teslos ir smulkiagriidzio betono bandi-
niy buvo inkubuojamos 5 ml sterilaus citratinio buferinio tirpalo, sudaryto i$
55 mM trinario citrato, 30 mM bevandenio EDTA ir 150 mM NaCl (pH 8), 30 °C
temperatiiroje. Tada buvo atliekami serijiniai skiedimai. | 1éksteles su agarizuota
Sarmine mitybine terpe buvo s¢jama po 100 pl suspensijos su atitinkamais skiedi-
mais. Norint gauti statistiSkai patikimg vidurkj, kiekvieno praskiedimo paséjama
po 3 léksteles. Bakterijos auginamos 30 °C temperatiiroje per naktj. Kita diena
suskai¢iuojamas iSaugusiy kolonijy skai¢ius (KSV).

2.6. PlySiy uzsiverimo biologiniame betone tyrimai

Siame poskyryje pateikiama plysiy uzsivérimo biologiniame betone tyrimy meto-
dika. PlySiy uzsivérimas buvo tiriamas betono bandiniuose, kuriuose bakterijos
buvo jmobilizuotos j piisto molio daleles arba hidrogelj. Plysiy uzsivérimas buvo
vertinamas laboratorinémis ir liety imituojan¢iomis sglygomis.

2.6.1. Plysiy atvérimas biologinio betono bandiniuose

Po kietéjimo periodo betono bandiniai su bakterijomis jmobilizuotu piistu moliu
arba hidrogeliu buvo perskelti naudojant plaktuka. Radialinis tempimo plySys pa-
dalija bandinj j dvi dalis. Kad atskirtos dalys laikytysi kartu, padalyti betono ban-
diniai buvo sutvirtinti vandeniui atsparia lipnia juosta. Kiekviename bandinyje
buvo pasirinktos dvi arba trys matavimo sritys ir pazymétos vandeniui atspariais
zymekliais.

Armuotuose betono bandiniuose, skirtuose betono savaiminio atsinaujinimo
efektyvumo tyrimui, imituojamomis lietaus salygomis, po 28 dieny kietéjimo van-
denyje buvo atveriami plySiai. Tai buvo atliekama taikant trijy tasky apkrovos
schema. Atliekant bandymus su B. pseudofirmus bakterijomis, kad biity iSvengta
Slyties trikimo, gelzbetoniniai bandiniai buvo papildomai sutvirtinti anglies
pluosto lakstais. VidutiniSkai prizmiy apacioje susidaré keturi matomi jtrakimai.
Platesni nei 50 um jtriakimai buvo atrinkti tolesnei apzitirai. Pradinis jtrikimy plo-
tis matuotas naudojant stereomikroskopa (Stemi 305, Zeiss, Oberkochenas, Vo-
kietija) su 5,0 megapikseliy skaitmenine kamera (AxioCam ERc 5s, Zeiss, Ober-
kochenas, Vokietija). Kiekvienam jtrikimui buvo pazyméti 8-10 matavimo viety,
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vengiant lygiagreciy jtrukimy, trikstamy agregaty ir kity nelygumy. Kiekvienoje
vietoje jtrikimo plotis buvo matuojamas trijuose taskuose.

2.6.2. Biologinio betono plysiy uzsivérimo efektyvumo tyrimas

Pagaminti bandiniai su atvertais plySiais buvo panardinti j vandenj. Viso inkuba-
cijos laikotarpio metu periodiskai buvo matuojamas vandens pH.

Biologinio betono plysiy uzpildymo efektyvumas buvo vertinamas po 7, 14,
28, 35 ir 56 dieny nuo inkubavimo pradzios. Bandiniai buvo i§imti i§ vandens ir
i8dziovinti vieng dieng prie§ matavima. PlySiy vaizdai buvo daromi skaitmeniniu
mikroskopu su kamera (DTX 90, Levenhuk, Tampa, Florida, JAV). Gauti rezulta-
tai buvo naudojami plysiy uzsivérimo koeficientui apskaiciuoti pagal 2.2 formule
(Wiktor & Jonkers, 2011):

W —w
H, = LT.t’ (2.2)
L

kur Hc — plysiy uzsivérimo Kkoeficientas; w; — pradinis plySio plotis; w; — plysio
plotis po atsiktirimo.

2.6.3. Biologinio betono plySiy uzsivérimo efektyvumo tyrimas
imituojamomis lietaus sglygomis

GelZzbetonio bandiniai su atvertais plySiais buvo perkelti | specialiai suprojektuo-
tus liety imituojancius baseinus ilgalaikiam ply$iy uzsivérimo laikotarpiui
(2.3 pav.).

2.3 pav. Biologinio betono plysiy uzsivérimo efektyvumo tyrimo schema: A — betono
bandiniai, suprojektuotame liety imituojanc¢iame baseine; B — plySiy plocio matavimas
biologinio betono bandiniuose
Fig. 2.3. Scheme for the investigation of the crack-healing performance in biological
concrete: A — concrete specimens in a designed rain-simulated basin; B — measurement
of crack width in biological concrete specimens
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Ant bandiniy du kartus per dieng po 30 min. automatiskai buvo purSkiamas
vanduo. Po kiekvieno sauso ciklo vanduo Iétai tekéjo nuo apatinés bandiniy pusés.
Likusj laikg bandiniai buvo laikomi ore, kuriame santykiné drégmé svyravo nuo
40 % iki 50 %. Jtriikimy plotis i8matuotas po 28 ir 98 dieny inkubavimo laikotar-
pio.

2.7. Metaly oksidy toksiSkumo tyrimai

Bakterijos B. pseudofirmus, B. cohnii ir B. halodurans pagal gamintojo rekomen-
dacijas buvo auginamos Sarminéje mitybinéje terpéje 30 °C temperatiiroje aeruo-
jant (150 rpm) per naktj, kol jy koncentracija pasieké 10® vegetatyviniy Igste-
liy/ml. ISmatuotas bakterijy suspensijos optinis tankis. Atlikti skiedimai, gaunant
102 1gsteliy/ml.

2.6 lentelé. Metaly oksidy nanodaleliy koncentracijos
Table 2.6. Concentrations of metal oxide nanoparticles

Nr. Metalo oksidas Koncentracija, ug/ml
1 AlO3 250-2000

2 Fe;03 25-6000

3 MgO 250-5000

4 TiO; 250-2000

5 Zn0O 6,25-200

6 CuO 6,25-2000

Metaly oksidy slopinamasis poveikis bakterijy augimui buvo nustatomas tai-
kant skiedimo-séjimo metoda. Buvo paruostos Petri 1¢kstelés su $armine mitybine
terpe ir skirtingomis metaly oksidy nanodaleliy koncentracijomis (2.6 lentelé). |
léksteles su agarizuota Sarmine mitybine terpe buvo séjama po 100 ul bakterijy
suspensijos, turin¢ios 107 Igsteliy/ml. Bakterijos augintos 30 °C temperatiiroje per
naktj. Kitg dieng stebéta, ar iSaugo bakterijy kolonijos.

2.8. Antrojo skyriaus iSvados

1. Taikyti mikrobiologiniai tyrimai bakterijy gyvybingumo nustatymui, cha-
rakterizuojant cementines medziagas ir jose vykstanc¢iy procesy jtakg bak-
terijy gyvybingumui.

2. Bakterijy gyvybingumui nustatyti pasirinktas klasikinis mikrobiologinis
skiedimo-s¢jimo metodas, kuris leidzia paprastai jvertinti iSgyvenusiy
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lasteliy kiekj biologiniame betone. Betono hidratacijos temperattiros, Kie-
tinimo salygy ir aplinkos poveikis (uzsalimo-atsilimo cikly, Saléio cikly)
taip pat buvo nustatomas taikant §j metoda.

Siekiant nustatyti skirtingy cemento tipy fizikines-chemines savybes,
buvo pasirinkti metodai, leidziantys jvertinti cemento cheming sudéti, pH
ir elektrinj laiduma, hidratacijos temperatiirg kietéjimo metu. Potencialiai
toksisky metalo oksidy jtaka gyvybingumui buvo jvertinta serijiniy bak-
terijy kultiiry skiedimy ant agarizuotos terpés su Siomis medziagomis
budu.

Norint jvertinti bakterijy spory formavimasi, buvo naudojama Sviesiné
mikroskopija, o bakterijy spory jmobilizavimo ant nesikliy ir papildomy
pusto molio dangy susiformavimo jvertinimui — skenuojanti elektroniné
mikroskopija.

Biologinio betono plysSiy uzpildymo vertinimas buvo atlickamas labora-
torinése (pamerkus j vandenj) ir liety imituojanciose salygose, pagaminus
betono bandinius ir sudarant juose plysius. Savaiminio plysiy uzsivérimo
greitis buvo jvertintas analizuojat $viesinés mikroskopijos biidu gautus
vaizdus ir apskaiciuojant ply$iy uzsivérimo koeficients.






Bakterijy gyvybingumo betone
tyrimai

Siame skyriuje pateikiami rezultatai ir jy vertinimas: istirtas dazniausiai betono
konstrukcijoms naudojamy cemento tipy pH, elektrinis laidumas, egzoterminés
temperattros. IStirta bakterijy spory, impregnuoty j pusto molio daleles, gyvybin-
gumo smulkiagridziame betone priklausomybé nuo cemento tipo, jo sudétyje
esanCiy metaly oksidy poveikis bakterijy gyvybingumui, taip pat skirtingy piisto
molio daleliy apvalkaly gebéjimas apsaugoti bakterijy sporas betone. Istirta be-
tono kietéjimo temperataros ir aplinkos salygy (uzsalimo-atsilimo, Saléio cikly,
betono kietinimo salygy, drégmés) jtaka bakterijy gyvybingumui betone ir savai-
minio plySiy uzsivérimo efektyvumui. Taip pat iStirtas bakterijy jkapsuliuoty j
hidrogelj gyvybingumas cemento tesloje ir smulkiagriidziame betone, jvertintas
savaiminis plySiy uzsivérimo efektyvumas.

Skyriaus tematika paskelbti 5 autorés straipsniai (Ivaské (Jankuté) et al.,
2021, 2022, 2023, 2024a, 2024b).
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3.1. Cemento teslos savybiy kietéjimo metu
apibudinimas

Siame poskyryje yra pateikiami cementiniy tesly, pagaminty su skirtingais ce-
mento tipais, egzoterminés temperattros, pH ir elektrinio laidumo matavimo ty-

rimy rezultatai. Taip pat pateikiama naudoty cemento tipy cheminés sudéties
analizé.

3.1.1. Egzoterminés temperatiiros matavimai

Portlandcemencio hidratacijos reakcijos yra egzoterminés, tod¢l gali zenkliai pa-
didinti betono temperatiirg (Fairbairn & Azenha, 2019), o tai gali daryti jtakg bak-
terijy gyvybingumui. Temperatiiros pokytis, uzfiksuotas cemento tesloje per pir-
masias 70 hidratacijos valandy, pavaizduotas 3.1 pav.
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3.1 pav. Cementinés teslos egzotermijos temperatiiros priklausomybé nuo cemento tipo
Fig. 3.1. Exothermic temperature variation of cementitious paste depending
on cement type

AukSc&iausios temperattiros svyravo nuo 76,7 iki 88,1 °C, priklausomai nuo
cemento tipo. Auk§Giausia temperatiira buvo nustatyta CEM-I 42,5 R (Svedija)
cemento tipui. Zemiausia temperatiira nustatyta CEM-II/A-LL 42,5 N (Lietuva)
ir baltam CEM-1 52,5 R-SR5 (Danija) cemento tipams. D¢l §ilumos perdavimo
savybiy smulkiajam ir stambiajam uzpildui betoniniy konstrukcijy vidinés tempe-
ratiiros paprastai biina daug zemesnés (Jedrzejewska et al., 2020). Vidutinio dy-
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dzio betono konstrukcijy virSutine riba paprastai laikoma 40 °C temperattra. Ta-
¢iau jeigu viso atviro pavirSiaus ploto santykis su betono tiiriu yra mazesnis nei
2 m* (pavyzdziui, masyviuose betono elementuose), tada vidiné temperatiira gali
siekti net iki 65-80 °C (Kanavaris et al., 2021). Nustatytos betono hidratacijos
temperatiros gali daryti jtaka bakterijy gyvybingumui, todél Sie aspektai toliau
tiriami tolesniuose skyriuose.

3.1.2. pHir elektrinis laidumas

Sviezio betono pH gali svyruot nuo 12 iki 13 dél didelées Ca(OH), koncentracijos
betone. Nepaisant to, kad Ca(OH). tik Siek tiek tirpsta vandenyje, jis i$skiria hid-
roksido jonus j vandening aplinkg ir taip padidina pH iki ypa¢ auksto lygio. Kie-
téjimo metu dalis Siy hidroksido jony reaguoja su atmosferoje esanciu anglies
dioksidu ir susidaro kalcio karbonatas. D¢l to laikui bégant betono pH palaipsniui
mazéja. Senesnio betono pH paprastai svyruoja nuo 9 iki 11, priklausomai nuo
atstumo nuo pavirsiaus (Heng & Murata, 2004).

Nors optimalios alkalifiliniy bakterijy augimo pH vertés svyruoja nuo 8,5 iki
10 (Jiang et al., 2020), sios bakterijos gali i§gyventi ypa¢ Sarminéje aplinkoje, ku-
rios pH > 11. Nepaisant to, pH padidéjimas kietéjant betono misiniui paprastai
laikomas mirtinu. Norint, kad sendintame betone sudygty bakterijy sporos, jos
pirmiausia turi i§gyventi pradinj pH padidéjima. Zinoma, kad plysiy uzsivérimo
procesas gali biiti stipriai susij¢s su pH pokyciais betone, nes jtrilkimai uzpildomi
tik tada, kai betono pH nukrenta Zemiau 11 (Mors & Jonkers, 2017). Tai reiskia,
kad bakterijy spory zuvimui betone jtakos turéti gali ankstyvojo amziaus betono
savybés, kuriy pagrindiné yra pH.

Atsizvelgiant j anks¢iau paminétus aspektus, buvo iSmatuotas tiriamyjy ce-
menty suspensijy pH (3.2 pav., A). Galima pastebéti, kad visy cemento tipy pH
yra tarp 12,4 ir 12,8. Didziausiomis pH reikSmémis pasizyméjo CEM-1 42,5 R ir
CEM-II/A-LL 42,5 N tipy cementai, pagaminti Lietuvoje. Alternatyvus budas
jvertinti cemento teSlos pH yra elektrinio laidumo matavimas (Sallehi, 2015). Hid-
roksido jonai, esantys §viezio cemento pory tirpale, tarnauja kaip pagrindinis e-
lektros laidininkas. Didesné hidroksido jony koncentracija ne tik padidina pH, bet
ir daro pory tirpalg laidesnj elektrai. Taigi, galima nustatyti beveik tiesioginj rysj
tarp $iy dviejy parametry (Han et al., 2019a). 3.2 pav. B pavaizduotas iSbandyty
cemento risiy elektrinis laidumas. Abiejy tipy cementai, kuriy pH yra didziausias
(CEM-1 42,5 R (Lietuva) ir CEM-II/A-LL 42,5 N (Lietuva)), taip pat parodé di-
dziausig elektrinj laidumag. Visy kity cemento tipy elektrinio laidumo vertés buvo
gana panasios, o tai koreliuoja su pH matavimais.
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3.2 pav. Cemento suspensijos savybés: A — pH svyravimai per pirmgsias $eSias cemento
kietéjimo valandas; B — elektrinio laidumo svyravimai per pirmasias $esias cemento
kietéjimo valandas
Fig. 3.2. Properties of the fresh cement suspension: A — a variation of pH during the first
six hours of cement curing; B — a variation of electrical conductivity during the first six
hours of cement curing

Gauti rezultatai rodo, kad tirty cementy pH ir elektrinio laidumo reik§més
skyrési nezymiai, todél bakterijy i§gyvenimui betone gali biiti svarbs kiti veiks-
niai, tokie kaip cemento cheminé sudétis. Kitame skyriuje nagrin¢jama tirty ce-
menty cheminé sudétis, ypatingg démesj skiriant metaly oksidams, kurie gali tu-
réti stipry slopinamajj poveikj bakterijoms.

3.1.3. Cemento cheminé sudétis

3.1 lenteléje nurodyta cementy oksidiné sudétis, kuriy masés procentiné dalis vir-
§ija 0,01 %. Gauti duomenys rodo, kad kalcio ir silicio oksidai sudaro pagrindine
visy iSbandyty cemento tipy dalj, kurios masés procentai svyravo nuo 80 iki 90 %.
Kitos aptiktos sudedamosios dalys buvo skirtingi metalo oksidai, daugiausia
Al,O3, Fe203 ir MgO. Tarp aptikty metalo oksidy buvo keli pasizymintys antimik-
robiniu aktyvumu. Sie metalo oksidai yra MgO, Al,Os, TiO,, Fe;0s, ZnO ir CuO
(Snyder et al., 2003; Sallehi, 2015; Khataminejad et al., 2015a; He et al., 20164a;
Jiang et al., 2020; Mors & Jonkers, 2017). Sie metaly oksidai toliau buvo naudo-
jami iSsamiam tyrimui. Kad lyginamoji analizé¢ bty neSaliska, metaly oksidai
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buvo padalyti § dvi grupes, atsizvelgiant j jy koncentracija tiriamose cemento
rusyse. Pagrindinis skiriamasis bruozas yra masés procentas cemente, atitinkamai
0,29-4,94 % bendryjy ir 0,01-0,44 % retyjy metalo oksidy grupei.

3.1 lentelé. Cheminé cemento sudétis
Table 3.1. Chemical composition of cement

Masés procentai

Cheminiai ele- | o S <z o S o S

mentai = =g Y s T8 .
3B 395 |3 £ | 333 |s3gf
O 643 O &5 OZ5 80 x8

CaO 63,40 66,20 63,70 64,1 70,40

SiO; 18,00 16,49 19,70 19,60 22,80

SO3 4,73 4,64 3,73 4,60 2,67

Al>,03 4,57 3,98 3,89 4,43 2,18

Fe203 3,46 3,24 4,94 3,23 0,29

MgO 3,71 3,46 1,73 1,75 0,65

K20 1,30 1,16 0,56 0,74 0,07

Na,O 0,14 0,19 0,39 0,30 0,20

NiO 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

P.Os 0,13 0,07 0,08 0,34 0,28

SrO 0,10 0,09 0,08 0,14 0,17

MnO 0,06 0,06 0,48 0,08 0,02

TiO; 0,32 0,30 0,24 0,44 0,06

Zn0O 0,01 0,04 0,11 0,10 -

CuO - 0,03 0,12 0,02 -

Zr0O; 0,01 0,02 0,01 0,01 -

BaO 0,06 - 0,11 0,06 -

Cr,03 - 0,01 0,03 - -

MoOs - - 0,02 - -

PbO - - 0,02 - -
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Pirmajai grupei buvo priskirti magnio, aliuminio ir gelezies oksidai. Kaip ma-
tyti i$ 3.3 pav. A, visose cemento risyse, iSskyrus balta CEM-I 52,5 R-SR5 (Da-
nija) cementa, buvo palyginti panadus bendry metaly oksidy kiekis. Siuose ce-
mento tipuose Al.Os kiekis sieké 3,89-4,57 %, MgO — 1,73-3,71 %, o Fe;03 —
3,23-4,94 %. PriesSingai, daugiau skirtumy tarp cemento rasiy buvo galima paste-
béti naudojant retuosius metaly oksidus (3.3 pav., B). Antrajai grupei buvo pris-
kirti cinko, vario ir titano oksidai. Siuose cemento tipuose TiO; kiekis sieké 0,24—
0,44 %, ZnO - 0,01-0,11 %, o CuO - 0,02-0,12 %. Idomu tai, kad baltame CEM-
I 52,5 R-SR5 (Danija) tipo cemente buvo gerokai mazesnis tiek pirmosios, tiek
antrosios grupés metaly oksidy kiekis, o ZnO ir CuO Siame cemento tipe i viso
nebuvo aptikta.
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3.3. pav. Ivairiuose cemento tipuose aptikti metaly oksidai, priskirti:
A — pirmajai grupei; B — antrajai grupei
Fig. 3.3. Metal oxides detected in the cement types and classified into
A — the first group; B — the second group

Buvo jvertintos pasirinkty metalo oksidy koncentracijos smulkiagridziame
betone, o ne cemente. Tai buvo padaryta metalo oksidy masés procenta cemente
perskaiciuojant j masés procentg betone. Apytiksliai, cemento dalis betono maséje
buvo 25,3 %. PavyzdZiui, nustatyta Al,O3; procentiné masés dalis CEM-I 45,5 R
(Lietuva) tipo cemente buvo 4,57 %. Kadangi cementas sudaro 25,3 % betono
masés, apytikslis Al,Os procentinis Kiekis betone bus 1,1562 % (arba 11,562
(ng/g). Metalo oksidy koncentracijos betone (p1g/ml) pateiktos 3.2 lenteléje. Ma-
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Ziausias visy tirty metaly oksidy kiekis buvo smulkiagriidziame betone, pagamin-
tame naudojant CEM-1 52,5 R-SR5 tipo cementa, o ZnO ir CuO nebuvo aptikta i$
Viso.

3.2 lentelé. Skirtingy metaly oksidy koncentracijos smulkiagriidziame betone
Table 3.2. Concentrations of different metal oxides in mortar

Cemento tipas Koncentracija betone, pg/g

Al>O3 Fe O3 MgO TiO; ZnO CuO
CEM-1425R, 11562 | 8754 9386 805 30 0
Lietuva

CEM-II/A-LL 42,5 N, Lie- | 10069 | 8197 8754 767 111 65
tuva

CEM-1425R, 9842 12498 | 4377 605 288 291
Svedija

CEM-142,5 N, Nyder- 11208 | 8172 4428 1118 263 38
landai

Baltas CEM-1 52,5 R-SR5, | 5515 731 1655 157 0 0
Danija

Pazymétina, kad pasirinkty metalo oksidy koncentracijos svyravo platiame
diapazone. Kitame skyriuje nagrinéjama, ar $ios koncentracijos gali baiti mirtinos
bakterijoms.

3.2. Bacillus genties bakterijy mineralizacijos
aktyvumas

Bakterijy gebéjimas nusodinti kalcio karbonato kristalus yra esminis procesas,
apibtdinantis plySiy uZpildyma. Dél Sios priezasties buvo tiriamas
B. pseudofirmus, B. cohnii bei B. halodurans bakterijy rai§iy mineralizacijos ak-
tyvumas. Bakterijy sporos buvo aktyvuotos ir auginamos mitybinéje terp¢je, ku-
rios sudétyje yra kalcio laktato. Po vienos, trijy ir septyniy dieny méginiai buvo
tiriami siekiant nustatyti Ca?* jony koncentracija mitybinéje terpéje. Gauti rezulta-
tai parode, kad visos tirtos bakterijy riiSys geba iSsodinti kalcio karbonatg, kai
aplinkoje yra Ca?* jony $altinis. Praéjus vienai dienai nuo inkubacijos pradZios,
kalcio jony koncentracija sumazéjo mazdaug 1,6 karto visoms tirtoms bakterijy
rasims, lyginant su kontroline grupe, kurioje néra bakterijy (3.4 pav.). Tai rodo,
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kad bakterijy sporos po sudygimo turi mineralizacijos aktyvuma ir tai atitinka lit-
erattiroje fiksuotus duomenis (Jiang et al., 2020).
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3.4 pav. Skirtingy Bacillus raisies bakterijy mineralizacijos aktyvumas
Fig. 3.4. Mineralisation activity of different Bacillus species

Nebuvo pastebétas reikSmingas skirtumas tarp B. cohnii ir B. halodurans
bakterijy mineralizacijos aktyvumo. Po septyniy dieny Ca?* jony koncentracija
mitybinése terpése su B. cohnii ir B. halodurans bakterijomis buvo atitinkamai
5,941 £ 0,009 mM ir 5,789 + 0,001 mM, tuo tarpu Ca?* jony koncentracija kont-
rolingje grupéje be bakterijy spory buvo 11,20 + 0,036 mM. B. pseudofirmus bak-
terijos pasizyméjo geriausiu mineralizacijos aktyvumu. Po septyniy dieny, laisvy
Ca?* jony koncentracija mitybinéje terpéje buvo 1,742 + 0,001 mM. Laisvy kalcio
jony koncentracijos sumazéjimas parodo, kad kalcio karbonatas yra iSsodinamas.
Sis gebéjimas leidzia jj veiksmingai taikyti kuriant biologinj savaime atsinauji-
nantj betong.

3.3. ] pusta molj jterpty bakterijy spory gyvybingumo
tyrimai betone

Siame poskyryje pateikiami bakterijy, impregnuoty j pisto molio daleles,
gyvybingumo rezultatai smulkiagriidziame betone. Bakterijy gyvybingumas
betone buvo tiriamas priklausomai nuo cemento tipo, bakterijy rusies, betono hid-
ratacijos temperatiiros ir betono kietéjimo salygy, taip pat aplinkos salygy (vyk-
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stant uzSalimo-atsilimo / Zemos temperatiiros ciklams). Taip pat pateikiami bak-
terijy gyvybingumo betone rezultatai, kai ptisto molio dalelés buvo dengiamos
papildomais apvalkalais.

3.3.1. Bakterijy spory gyvybingumo tyrimai betono
bandiniuose su skirtingais cemento tipais

Isdziovinty piisto molio daleliy skenuojancios elektroninés mikroskopijos (SEM)
vaizdai parod¢, kad apie 1 um dydzio bakterijy sporos buvo sékmingai jterptos j
piisto molio daleles ir prisitvirtino prie jo pavirsiaus (3.5 pav.). Siame skyriuje
nagrin¢jamas bakterijy gyvybingumas smulkiagridziame betone su piisto molio
uzpildu, impregnuotu bakterijy sporomis. Tiriant bakterijy gyvybinguma betone
su skirtingais cemento tipais, bakterijy B. pseudofirmus, B.cohnii ir
B. halodurans spory vidutiné koncentracija sausose piisto molio dalelése buvo
atitinkamai (3,53+0,47)-10” KSV/1 g piisto molio, (4,45+0,69)-10" KSV/1 g piisto
molio ir (4,68+0,78)-10" KSV/1 g pisto molio. Buvo pasirinktos penkios
komerciskai prieinamos portlandcemencio rsys ir jvertintas vienos dazniausiai
savaiminiam plysiy uzsivérimui betone naudojamy Bacillus pseudofirmus bak-
terijy gyvybingumas betono matricoje, naudojant skirtingus cemento tipus. Bak-
terijy gyvybingumas su skirtingais cemento tipais pagaminto betono bandiniuose
pateiktas 3.6 pav. Galima pastebéti, kad staigus gyvybingy bakterijy spory kiekio
kritimas buvo biuidingas bandiniams su visais cementy tipais. Tikétina, kad Sis
poveikis yra susijges su pavirSiuje prisitvirtinusiy bakterijy spory tiesioginiu
saly¢iu su cemento matrica. Svieziame betone cemento tesla per poras gali laisvai
difunduoti j pusto molio daleles, taip padidindama pH. Be to, hidroksido jonai,
esantys cemento tesloje, yra Zinomi dél savo antibakterinio aktyvumo, kuris taip
pat gali prisidéti prie gyvybingumo sumazéjimo sukietéjus betonui (Barbosa et al.,
1997). Panasts ankstyvojo gyvybingumo sumazéjimo rezultatai buvo pateikti ir
ankstesniuose tyrimuose (Han et al., 2020a).

Gauti duomenys rodo, kad didZiausias pradinis (3—7 dieny) bakterijy iSgyve-
namumas buvo nustatytas tuose betono bandiniuose, kurie pagaminti naudojant
CEM-II/A-LL 42,5 N (Lietuva) tipo cementa (3.6 pav., A). Panasu, kad $io tipo
cemente esantis kalkakmenio priedas (15 % masés) gal¢jo i§ dalies uzpildyti po-
rétg pisto molio pavirSiy, apsaugantj bakterijas nuo hidroksido jony. Unikalios
kalkakmenio mikropory uzZpildymo galimybés buvo placiai aptartos ankstes-
niuose tyrimuose (Cao et al., 2019; Wang et al., 2018). Be to, dar vienas skiria-
masis CEM-11 /A-LL 42,5 N (Lietuva) tipo cemento bruozas yra didelis CaO ma-
sés procentas. Taigi, CaO gali reaguoti su bakterijy iSskiriamu anglies dioksidu,
prisidedanciu prie CaCO3z susidarymo bakterijy sieneliy pavirSiuje. Nepaisant to,
didesnis bakterijy i§gyvenamumas CEM-Il A-LL 42,5 N (Lietuva) tipo cemente
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pastebétas tik trumpalaikiy (3—7 dieny) bandymy metu. Po savaités bakterijy gy-
vybingumas pradé¢jo palaipsniui mazéti (7-60 dieny), o 60 diena buvo pasiektos
beveik nebeaptinkamos vertés.

3.5 pav. Piisto molio daleliy pavirSiaus skenuojancios elektroninés mikroskopijos nuot-
raukos: A — kontrolinis méginys; B — méginys su jmobilizuotomis B. pseudofirmus
sporomis
Fig. 3.5. Scanning electron microscopy images surface of expanded clay particles:
A — without bacteria; B — with immobilised B. pseudofirmus bacteria

Panasi ilgalaikio (7-60 dieny) gyvybingumo tendencija buvo pastebéta ir
naudojant kitus tiriamus cemento tipus, iSskyrus baltg CEM-I 52,5 R-SR5 tipo
cementg (Danija) (3.6 pav., C). ApskaiCiuotas bakterijy kolonijas sudaranciy vie-
nety skaicius betone, kurio sudétyje yra baltojo CEM-1 52,5 R-SR5 tipo cemento
(Danija), nuo 7 iki 60 dienos i§liko beveik pastovus (~4-10*KSV/1 g puisto molio).
PrieSingai, tiriamuosiuose bandiniuose, kuriuose buvo naudojami kity rtsiy ce-
mentai, KSV skai¢ius svyravo nuo 5-10-3-10° KSV/1 g piisto molio po 30 dieny
nuo bandiniy paruosimo ir beveik nebuvo nustatytas po 60 dieny.

Visi i$bandyti cemento tipai parodé gana iSsibars¢iusius rezultatus. Tai gali
buti dél atsitiktinio spory pasiskirstymo piisto molio dalelése arba dél netolygaus
paciy pusto molio daleliy pasiskirstymo betone. Be to, gyvybingumo tyrimo ir
méginio paruo§imo duomenys priklauso nuo paimto uzpildo su bakterijy sporomis
ir maistinémis medziagomis kiekio, surinkto i§ 6,53 g betono bandinio. Didesnis
surinkty piisto molio daleliy kiekis laikui bégant gali parodyti vis didesnj koloni-
jas formuojanéiy vienety skaiciy. Panasi duomeny sklaida taip pat buvo aprasyta
keliuose ankstesniuose bakterijy gyvybingumo piisto molio dalelése tyrimuose
(Han et al., 2019).

Nepaisant duomeny iSsibarstymo, gauti rezultatai atskleidzia, kad ilgalaikis
B. pseudofirmus bakterijy gyvybingumas baltame CEM-I 52,5 R-SR5 tipo ce-
mente (Danija) yra beveik 100 karty didesnis, palyginti su kitais tirtais cementy
tipais. Baltas CEM-I 52,5 R-SR5 tipo cementas (Danija) buvo pasirinktas kaip
tinkamiausias ir naudojamas tolesniuose tyrimuose.
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3.6 pav. Bakterijy B. pseudofirmus gyvybingumo priklausomybé nuo cemento tipo:
A — CEM-1 42,5 N, Nyderlandai; B — CEM-I 42,5 R, Svedija; C — baltas CEM-I 52,5 R-
SR5, Danija; D — CEM-I 42,5R, Lietuva; E — CEM-II/A-LL 42,5 N, Lietuva
Fig. 3.6. Dependence of the viability of B. pseudofirmus on cement type: A — CEM-I
42,5 N, Netherlands; B — CEM-I 42,5 R, Sweden; C — white CEM-1 52,5 R-SR5,
Denmark; D — CEM-I 42,5 R, Lithuania; E — CEM-II/A-LL 42,5 N, Lithuania
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Ne tik B. pseudofirmus, bet ir kity rtsiy bakterijos taip pat i§liko gyvybingos,
naudojant balta CEM-I 52,5 R-SR5 tipo cementg (Danija). B. cohnii bakterijy ra-
§is pasizyméjo beveik du kartus didesniu i§gyvenamumu, palyginti su B. pseudo-
firmus ir B. halodurans bakterijy raisimis (3.7 pav.). Tai rodo, kad B. cohnii gali
lemti geresnius plysiy uzsivérimo rodiklius, palyginti su kitomis bakterijy rasimis.
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3.7 pav. Skirtingy bakterijy rtsiy gyvybingumas betono matricoje:
A — B. pseudofirmus; B — B. cohnii; C — B. halodurans
Fig. 3.7. Viability of different bacterial strains in the concrete:
A — B. pseudofirmus; B — B. cohnii; C — B. halodurans

Bakterijy gyvybingumo tyrimai parodé stipry rysj tarp bakterijy iSgyvena-
mumo ir cemento tipo. Sis poveikis gali bati priskirtas skirtingai $ilumai, i§skiria-
mai hidratacijos metu, cemento pH kitimams ir specifinei skirtingy cementy che-
minei sudééiai. Sie rezultatai atskleidzia nedidelius pH skirtumus tarp skirtingy
tipy cementy. Siuo atveju pH poveikis buvo nereik§mingas, atsizvelgiant j bakte-
rijy gyvybinguma. Nebuvo pastebéta aiski priezastis, kodél bakterijy gyvybingu-
mas yra didesnis betone su ty tipy cementais, kuriy ankstyvojo amziaus pH yra
zemesnis. Tai rodo, kad kiti veiksniai, pavyzdziui, cheminé cemento sudétis, gali
biiti lemiami bakterijy iSgyvenamumui betone.

3.3.2. Betono kietéjimo temperaturos jtaka bakterijy
gyvybingumui smulkiagrudziame betone

Skirtingi cementy tipai betono hidratacijos metu j aplinka gali isskirti skirtinga
Silumos kiekj. Buvo tiriamas bakterijy B. pseudofirmus gyvybingumas 20, 40 ir
80 °C temperatiiroje. Auksciausia 80 °C temperatiira buvo pasirinkta atsizvelgiant
1 cemento hidratacijos temperattiros pokycio tyrimo rezultatus, kur priklausomai
nuo cemento tipo, auks¢iausios temperattiros svyravo nuo 76,7 iki 88,1 °C. Vidu-
tine temperattra buvo pasirinkti 40 °C, laikomi vidutinio dydZio betono konst-
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rukcijy virSutine riba, o 20 °C — kaip kontroliné kambario temperatiira (Jedr-
zejewska et al., 2020). Tyrimo rezultatai parodé, kad B. pseudofirmus bakterijy
sporos islieka gyvybingos iki 40 °C temperatiiros (3.8 pav.). Taciau 80 °C tempe-
ratliroje gyvybingy bakterijy skaiCius sumazéja daugiau nei 10 karty. Tai rodo,
kad bakterijy sporos yra pazeidziamos betono kietéjimo metu.
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3.8 pav. Bakterijy B. pseudofirmus gyvybingumo priklausomybé
nuo betono kietéjimo temperatiiros
Fig. 3.8. Dependence of the viability of B. pseudofirmus
on the curing temperature of concrete

Tikétina, kad bakterijy spory gyvybingumas vidutinio dydzio betono konst-
rukcijose nesumazeéja, tatiau norint panaudoti biologinj savaime atsinaujinantj be-
tong masyviuose elementuose, biitina imtis Silumos kontrolés priemoniy. Taip pat
galima teigti, kad atskiry cemento rasiy Silumos i$siskyrimo skirtumai grei¢iausiai
neturéjo jtakos bakterijy gyvybingumui betono méginiuose dél santykinai mazo
bandiniy dydzio.

3.3.3. Pusto molio su jmobilizuotomis bakterijy sporomis
apvalkaly jtaka bakterijy gyvybingumui smulkiagradziame
betone

Atlikti bakterijy gyvybingumo betono matricoje tyrimo rezultatai parodé, kad
bakterijy gyvybingumas reik§mingai sumazéja anksti, pragjus iki 7 dieny po jy
jterpimo j smulkiagriidj betong. Pragjus Siam laikotarpiui, bakterijy gyvybingu-
mas stabilizuojasi. Taciau, kad jis buty iSsaugotas, piisto molio daleles biitina
dengti papildomais apdangalais. Buvo tiriamas ilgalaikis skirtingy apvalkaly ap-
saugos efektyvumas, gyvybingumo tyrimai buvo pradéti vykdyti nuo 7 dienos po
bakterijy patalpinimo j betong. Visi tirti piisto molio daleliy vaizdai po padengimo
pateikti 3.9 pav.
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3.9 pav. Pasto molio dalelés, padengtos: A — kalio magnio fostato cemento apvalkalu;
B ir C — atitinkamai vienu arba dviem stireno-akrilato emulsijos sluoksniais; D ir E —
atitinkamai vienu arba dviem vandeniniy, lateksiniy ir akriliniy kompoziciniy dazy
sluoksniais; F — magnio oksido ir magnio hidroksido apvalkalu; G ir H — stireno-akrilato
ir magnio oksido tirpalu, paruo$tu santykiu atitinkamai 10:1 arba 30:1; | — nedengtos
pusto molio dalelés (kontrolé); J — bakterijomis neimpregnuotos ir apvalkalais nedengtos
puisto molio dalelés (dviguba kontrol¢)

Fig. 3.9. Particles of expanded clay, coated with A — a potassium magnesium phosphate
cement shell; B and C — one or two layers of styrene-acrylate emulsion, respectively;
D and E — one or two layers of waterborne, latex and acrylic-composite paints,
respectively; F — magnesium oxide and magnesium hydroxide shell; G and H — styrene-
acrylate and magnesium hydroxide solution, prepared at a rate of 10:1 or 30:1,
respectively; | — uncoated expanded clay particles (control); J — uncoated expanded clay
particles not impregnated with bacteria and not coated with sheathing materials
(double control)

Bakterijy gyvybingumo tyrimas smulkiagriidzio betono bandiniuose su piisto
molio uzpildu, padengtu skirtingais apvalkalais, buvo atlieckamas su
B. pseudofirmus bakterijomis. Pradinis bakterijy spory skai¢ius visuose bandi-
niuose buvo vienodas ir sieké 2,2-10” KSV/1 g pisto molio. Kalio magnio fosfato
cemento (MKPC) apvalkalas netur¢jo didelés jtakos bakterijy gyvybingumui
smulkiagriidziame betone (3.10 pav., A). Ankséiau gauti duomenys rodo, kad
MKPC didina bakterijy gyvybinguma betone (Jiang, et al., 2020). Pagrindinis
technologinis skirtumas buvo tas, kad Siame tyrime naudotas panardinimo meto-
das, o ne purskimo technologija. Biitent tai galéjo turéti jtakos tam, kad nebuvo
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gautas apsauginis efektas. PanasSiai vandens pagrindu pagamintos latekso-akrilato
kompozicinés dangos (P1 ir P2) turéjo palyginti nedidelj apsauginj poveikj bak-
terijoms; KSV skaicius buvo nedaug didesnis, palyginus su kontroliniais bandi-
niais (3.10 pav., D ir E). Sio kompozito apvalkalas galéjo itirpti drégnoje aplin-
koje, prarasdamas apsaugines poras uzpildancias savybes i§ karto po to, kai plisto
molio dalelés buvo jmaiSytos i Svieziag Smulkiagridj betong. Idomu tai, kad du
latekso-akrilato kompozito (P2) sluoksniai padidino bakterijy gyvybinguma ma-
Zlausiai per pirmasias 7—14 dieny. Nepaisant to, nuo 14 dienos apskaiciuotas KSV
skaiCius abiem atvejais buvo panasus (P1 ir P2). Tai rodo, kad reikia papildomo
laiko, kad bty galima suardyti antrajj apsauginj P2 apdangalo sluoksnj.

Likusieji penki apsauginiai sluoksniai (A1, A2, MgO, AM1 ir AM2) parodé
neabejotinai gera apsauginj efekta (3.10 pav., B, C, F, G, H). Bakterijy iSgyvena-
mumas buvo padidintas beveik 10 karty. Stireno-akrilato emulsija suformavo ma-
tomga blizganéia plévele ant piisto molio daleliy pavirsiaus. Sios apsauginés dan-
gos storis svyravo nuo 8 iki 14 um (3.11 pav.). Labai nezymus skirtumas yra ar
vienas, ar du stireno-akrilato emulsijos sluoksniai dengé bakterijomis impregnuo-
tas piisto molio daleles, nes gyvybingumo rezultatai buvo gana panasis (3.10 pav.,
B ir C). Tai rodo, piisto molio daleliy pavir§iaus pory mechaninis uzblokavimas
leidzia apsaugoti bakterijy sporas.

Geromis apsauginémis charakteristikomis taip pat pasizyméjo MgO turintys
apvalkalai. Ruosiant $ig dangg nebuvo pastebétas tolygus apvalkalas, kaip ir sti-
reno-akrilato emulsijos atveju. Kadangi ruo$iant MgO turintj apvalkalg suspensija
buvo maiSoma 10 min. kambario temperaturoje, tikétina, kad MgO i§ dalies hid-
ratavosi apie 10-30 % (Xing et al., 2018). Taigi, Siame apvalkale yra Siek tiek
nesureagavusio magnio oksido. Sumai$ytas su §vieziu betonu, magnio oksidas re-
aguoja su vandeniu ir sudaro stabilig apsaugine magnio hidroksido dangg (Mo
et al., 2012). Susiformave hidroksidai, kurie i§ esmés netirpsta, galéty veiksmin-
gai uzdaryti piisto molio poras, i§saugodami bakterijy sporas. Be to, kadangi MgO
hidratacija yra léta ir plintanti reakcija, tai gali pratesti ilgalaike bakterijy spory
apsauga. MgO turin¢iy apvalkaly SEM analizé patvirtina, kad pusto molio pavir-
Siaus poros yra uzdaromos (3.11 pav., C). Kadangi tiek stireno-akrilato emulsijos,
tick MgO turintys apvalkalai geba uzdaryti piisto molio pavirSiaus poras, buvo
siekiama jvertinti $iy dviejy medziagy miSinio poveikj apvalkalo susidarymui
(AM1 ir AM2). Nors Sie naujai sukurti apvalkalai parodé didel¢ apsauga (3.1 pav.,
G ir H), bakterijy iSgyvenamumas buvo panasus j apvalkaly, pagaminty vien 1§
stireno-akrilato emulsijos arba vien i§ magnio oksido. Gyvybingumo tyrimy metu
$iy dviejy medziagy papildomas efektas nebuvo pastebétas.
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3.10 pav. Bakterijy spory gyvybingumas smulkiagridzio betono bandiniuose su piisto
molio dalelémis, dengtomis: A — kalio magnio fosfato cemento apvalkalu; B — vienu sti-
reno-akrilato emulsijos sluoksniu; C — dviem stireno-akrilato emulsijos sluoksniais; D ir

E — atitinkamai vienu arba dviem vandeniniy, lateksiniy ir akriliniy kompoziciniy dazy
sluoksniais; F — magnio oksido ir magnio hidroksido apvalkalu; G ir H — stireno-akrilato
ir magnio oksido tirpalu, paruostu santykiu atitinkamai 10:1 arba 30:1. Kaip kontrolé yra

naudojamos nedengtos piisto molio dalelés su impregnuotomis bakterijy sporomis

Fig. 3.10. Bacterial viability in concrete produced with expanded clay particles coated
with A — a potassium magnesium phosphate cement shell, B — one layer of styrene-acry-
late emulsion, C — two layers of styrene-acrylate emulsion, D — one layer of waterborne,
latex and acrylic-composite paints, E — two layers of waterborne, latex and acrylic-com-

posite paints, F — magnesium oxide and magnesium hydroxide shell, G — styrene-acry-
late and magnesium hydroxide solution, prepared at a rate of 10:1, H — styrene-acrylate

and magnesium hydroxide solution, prepared at a rate of 30:1. Control sample is un-
coated expanded clay particles impregnated with bacterial spores
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3.11 pav. Pasto molio daleliy skenuojancios elektroninés mikroskopijos nuotraukos:

A — piisto molio dalelé be apvalkalo, kurio pavirSiuje yra daug atviry pory;

B — stireno-akrilatu padengta ptisto molio dalelé; C — MgO turin¢iu apvalkalu

padengta pusto molio dalelé

Fig. 3.11. Scanning electron microscopy images of expanded clay particles:

A —an uncoated expanded clay particle with many open pores on its surface;

B — an expanded clay particle with styrene acrylate coating; C — an expanded clay
particle with MgO-based coating

Nors $io gyvybingumo tyrimo rezultatai gana iSsibarste, visy bandyty apval-
kaly medziagas galima suskirstyti j dvi grupes: dangos, pasizymin¢ios maza ap-
sauga, ir labai apsaugancios dangos. Pirmajai grupei priskiriamos tos dangos, ku-
riy atsparumas buvo panasus j kontroliniy bandiniy atsparumg: vieno ir dviejy
vandeniniy, lateksiniy ir akriliniy kompoziciniy dazy sluoksniy apvalkalas, kalio
magnio cemento apvalkalas. Antrajai grupei priskiriami apvalkalai, pasizymintys
gerokai didesniu bakterijy apsaugos pajégumu, kuris buvo bent 10 karty didesnis,
palyginti su kontroliniais bandiniais. Siai grupei priskiriami vieno ir dviejy
sluoksniy stireno-akrilato emulsijos apvalkalai, magnio oksido ir magnio hidrok-
sido apvalkalas, stireno-akrilato ir magnio oksido apvalkalai, paruosti santykiais
10:1ir 30:1.

Visos penkios antrosios grupés dangos uztikrino bakterijy apsaugg betono
aplinkoje, o didziausig apsaugg suteiké vieno stireno-akrilato emulsijos apvalkas.
Naudojant §j apvalkala, gyvybingy bakterijy skaicius buvo didziausias. Taciau
norint padaryti galutines iSvadas, reikia daugiau duomeny, jskaitant skirtingy bak-
terijy rasiy, betono misinio ir kietéjimo salygy, taip pat méginio amziaus ir dydzio
poveikj. Gauti rezultatai priklauso gyvybingumo tyrimams skirto méginio paruo-
simui. Dél didesnio surinkto piisto molio daleliy kiekio, laikui bégant KSV skai-
¢ius gali padidéti. Kalbant apie technines detales, lengviausia buvo paruosti ir ap-
doroti vieng stireno-akrilato emulsijos ir magnio oksido turin¢io apvalkalo
sluoksnj. Magnio oksidas pagerina plysiy autogeninio uzsivérimo geba, nes eks-
pansinis produktas MgO gali papildomai uzpildyti jtrikimus (Qureshi et al., 2018;
Qureshi & Al-Tabbaa, 2016). Gali bati, kad MgO pagrindo danga ne tik apsaugo
bakterijas, bet ir tiesiogiai prisideda prie paties jtriikimy uZsivérimo proceso. Sis
poveikis buvo tiriamas mikroskopu ir aptariamas kitame skyriuje.
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3.3.4. Betono kietéjimo salygy jtaka bakterijy gyvybingumui

Bakterijy iSgyvenamumui ankstyvojo amziaus betone jtakos turéti gali kietéjimo
ir karbonizacijos procesai. Vanduo atlicka esminj vaidmen]j ankstyvojo amziaus
karbonaty nusodinime, nes jis reikalingas tiek betono kietéjimui, tiek bakterijy
spory atgaivinimui. Jis atnesa iStirpusius mineralinius pirmtakus ir bakterijy spory
sudygimui reikalingas medZziagas, kad ramybés biisenoje esan¢ios bakterijy Spo-
ros biity paverstos gyvomis vegetatyvinémis lgstelémis (Jiang et al., 2020). Dél
greito betono mechaniniy savybiy, pory dydzio, pH lygio ir vandens kiekio
pasikeitimo, gyvybingy spory skai¢ius betone gali gerokai sumazéti per pirmasias
kelias dienas po bandiniy paruoSimo. Vadinasi, betono kietéjimo salygos gali biti
labai svarbios bakterijy iSgyvenamumui ankstyvojo amziaus betone.

Buvo tiriamas dviejy dazniausiai pasitaikanciy kietéjimo salygy poveikis
bakterijy gyvybingumui ankstyvojo amziaus smulkiagriidziame betone su pisto
molio uzpildu, impregnuotu bakterijy sporomis. Betono bandiniai buvo Kietinami
ore ir vandenyje. Bandiniai nuo 1 dienos buvo suskirstyti j dvi grupes: trys bandi-
niai buvo laikomi vandenyje ir trys — atvirame ore. Gauti rezultatai parodé, kad
po 7 dieny bakterijy gyvybingumas vandenyje laikytuose bandiniuose buvo be-
veik penkis kartus mazesnis, palyginti su bandiniais, laikytais ore (3.11 pav.). Po
dviejy savaiciy bakterijy gyvybingumas vandenyje ir ore skyrési daugiau nei de-
Simt karty ir i§liko toks pat iki 28 kietéjimo dienos.

Bandiniai, Kietinti ore (vidurkis)
—#— Bandiniai, Kietinti vandenyje (vidurkis)
4 Bandiniai, kietinti ore
Bandiniai, Kietinti vandenyje

Bakterijy gyvybingumas,
KSV-108/ 1 g pisto molio
N

S

21 28

Laikas, dienos

3.11 pav. Bakterijy gyvybingumas ankstyvojo amziaus smulkiagridziame betone,
kai betono bandiniai buvo kietinami ore ir vandenyje
Fig. 3.11. Bacterial viability in early-age concrete when specimens were cured
in air and water

Rezultatai aiskiai rodo, kad bakterijy iSgyvenamumas vandenyje panardin-
tuose bandiniuose yra daug mazesnis, palyginti su bandiniais, laikomais atvirame
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ore. Gali biiti, kad didelé dalis bakterijy spory sudygsta j aktyvias lgsteles pragjus
kelioms dienoms po betono liejimo, nes vandenyje iStirpusios maistinés ir bakte-
rijy spory sudygimui reikalingos medziagos tapo prieinamos vandenyje laiko-
muose bandiniuose. Taciau, jei triksta deguonies, vegetatyvinés lastelés negali
daugintis, ir dauguma jy gali zati (Zheng et al., 2021). Priesingai, aplinkos salygos
ore laikomuose bandiniuose nebuvo tinkamos ankstyvam bakterijy spory sudygi-
mui ir dauguma i§ pradziy i piista molj jmobilizuoty spory liko neaktyvios. Prie-
Singai, anks¢iau atlikti tyrimai parodé, kad bandiniai, inkubuoti esant 60 % ir
95 % santykinei oro drégmei, netur¢jo savaiminio atsinaujinimo efektyvumo, 0
tai rodo, kad tokio drégmés kiekio nepakanka bakterijy veiklai palaikyti (Wang
et al., 2014). Taigi, vanduo turi dvejopa jtaka biologinio betono elementy plysiy
uzsivérimui. Inkubavimo laikotarpiu vanduo yra bitinas bakterijy dygimui, me-
dziagy apykaitai ir kalcio karbonato nusodinimui j plysj (Zheng et al., 2021). Van-
duo taip pat gali skatinti ankstyva bakterijy spory dygimg vandenyje kietinamuose
bandiniuose. Kadangi pastaruoju atveju betonas licka nesutrokinégjes, didelé dalis
vegetatyviniy lasteliy gali ziti, todél sumazéja betono savaiminio gijimo gebéji-
mas.

3.3.5. Uzsalimo-atsSilimo ir salcio cikly jtaka bakterijy
gyvybingumui smulkiagriadziame betone

Biologinio betono gebéjimas savaime uzpildyti susidariusius jtrikimus tiesiogiai
priklauso nuo nusodinto kalcio karbonato, kuris yra bakterijy medziagy apykaitos
produktas, kiekio. Skirtingai nuo kity savaiminio plySiy uzpildymo bidy,
pavyzdziui, mineraliniy priemaiSy, biologinio betono plySiy uzsivérimo efek-
tyvumas ypac¢ priklauso nuo aplinkos salygy, todél toliau buvo tiriamas aplinkos
salygy poveikis bakterijy gyvybingumui. Aplinkos salygy poveikis bakterijy
gyvybingumui buvo tiriamas smulkiagridziame betone su piisto molio uZpildu,
impregnuotu bakterijy sporomis. B1-B4 smulkiagriidzio betono bandiniai buvo
paruosti identiSkai ir veikti Sal¢io cikly, o kontroliniai K1-K4 bandiniai buvo
laikomi ore jy neveikiant $al¢io ciklais. Gauti rezultatai pateikiami 3.3 lenteléje,
0 3.12 pav. pateikiamas vidutiniy bakterijy spory gyvybingumo reikSmiy kitimas
vykstant sal¢io ciklams. Pradinis bakterijy skai¢ius Zemos temperattros paveiktu-
ose bandiniuose po keliy pradiniy cikly sumazéjo apie 50-60 %. Véliau
gyvybingy lgsteliy skaicius stabilizavosi ir buvo beveik pastovus iki 20-0jo ciklo.
Sie rezultatai sutampa su anks¢iau atliktais tyrimais, kuriuose tirtas dirvozemio
bakterijy gyvybingumas zemoje temperatiiroje (Morley et al., 1983; Shen et al.,
2005). Apskritai gyvybingy bakterijy skaiCius tiek kontroliniuose, tiek Zema tem-
peratiira paveiktuose bandiniuose buvo panasus. Tai rodo, kad j betong jterptose
piisto molio dalelése jmobilizuotos bakterijos gali iSgyventi pakartotinj neigiamos
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temperatiiros poveikj. Vadinasi, biologinio betono konstrukcija iSlaikyty sa-
vaiminio atsinaujinimo gebéjima net ir esant zemy temperattry klimato salygoms.
Taciau, pleCiantis uz$glanéiam vandeniui prisotintame betone, gali susidaryti
papildomas vidinis slégis, pazeidziantis bakterijy lasteles ir slopinantis bakterijy
gyvybinguma.

3.3 lentelé. Bakterijy spory gyvybingumas biologinio betono bandiniuose (KFV/1 g
pusto molio) vykstant $al¢io ciklams

Table 3.3. Viability of bacterial spores (CFU/1 g of expanded clay) in biological con-
crete specimens under cold cycles

Cikly skai¢ius

E‘

2

-§ 0 1 3 5 10 15 20

@

Biologinio betono bandiniai, kuriems buvo taikyti $aléio ciklai
Bl 3,8-10% | 3,3-10* | 0,74-10* | 2,4-10* | 1,2-10* | 1,27-10* | 1,27-10*
B2 3,8-10% | 2,01-10* | 0,78-10* | 0,88-10* | 1-10* 1,28-10% | 1,44-10*
B3 3,8-10% | 2,45-10* | 0,7-10* | 0,6-10* | 0,9-10* | 0,98-10* | 1,28-10*
B4 3,8-10% | 4,76-10* | 0,84-10* | 1,46-10* | 1,11-10* | 2,78-10* | 0,51-10*
Kontroliniai biologinio betono bandiniai, kuriems nebuvo taikyti $al¢io ciklai

K1 3,8-10* | 0,72-10* | 1,09-10* | 0,8-10* | 1-10* 1,6-10* | 0,42-10*
K2 3,8-10% | 2,68-10* | 0,9-10* | 0,6-10* | 0,71-10* | 2,55-10* | 1,89-10*
K3 3,8-10% | 0,99-10* | 2,49-10* | 1,02-10* | 1,14-10* | 1,89-10* | 1,58-10*

Bakterijy gyvybingumo rezultatai bandiniuose, kuriems buvo taikomi uzsa-
limo-atsilimo ciklai, pateikti 3.4 lenteléje. B1-B4 smulkiagriidzio betono bandi-
niai buvo paruosti identiskai ir veikti uzsalimo-atsilimo cikly, tuo tarpu kontroli-
niai K1-K4 bandiniai buvo laikomi ore jy neveikiant uzsalimo-atSilimo ciklais.
Panasiai kaip ir Sal¢io cikly paveikty bandiniy atveju, po keliy pirmyjy uzsalimo-
atSilimo cikly pradinis gyvybingy bakterijy kiekis sumazéjo apie 50 % ir isliko
stabilus iki 20-ojo ciklo (3.13 pav.). Tokia tendencija pastebéta ir vandenyje lai-
komuose bandiniuose (kontroliniai bandiniai), ir bandiniuose, kuriems buvo tai-
komi uzsalimo-atSilimo ciklai, o tai rodo, kad gyvybingy spory sumaz¢jima vei-
kiau 1émé betono senéjimas, o ne uzsalimo ir atSilimo poveikis.
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—#— Bandiniai su B. pseudofirmus
bakterijomis, laikomi ore (vidurkis)
Kontroliniai bandiniai (vidurkis)

Bakterijy gyvybingumas,
KSV-10% 1 g piisto molio
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3.12 pav. B. pseudofirmus bakterijy gyvybingumas vykstat $al¢io ciklams
Fig. 3.12. Viability of B. pseudofirmus bacteria during low-temperature cycles

3.4 lentelé. Bakterijy spory gyvybingumas biologinio betono bandiniuose (KFV/1 g
pusto molio) vykstant uzsalimo-atsilimo ciklams

Table 3.4. Viability of bacterial spores (CFU/1 g of expanded clay) in biological
concrete specimens under freeze—thaw cycles

Cikly skaicius

>

2

= 0 1 3 5 10 15 20

g

m

Biologinio betono bandiniai, kuriems taikyti uzsalimo-atsilimo ciklai
Bl 3,8-10% | 3,84-10* | 2,71-10% | 2,75-10% | 2,02-10* | 1,48-10* | 5,1-10*
B2 3,8:10% | 3,35-10* | 1,02:10* | 3,04-10* | 0,39-10* | 1,83-10* | 0,34-10*
B3 3,8:10% | 1,94-10* | 0,85-10* | 4,25-10* | 0,43-10* | 1,32-10* | 2,7-10*
B4 3,8:10% | 3,38:10% | 2,92:10* | 1,83-10* | 0,96-10* | 3,46-:10* | 1,56-10*
Kontroliniai biologinio betono bandiniai kuriems nebuvo taikyti uzsalimo-atsilimo
ciklai

K1 3,8-10% | 1,78-10* | 4,43-10* | 2,66-10* | 0,74-10% | 1,11-10* | 0,43-10*
K2 3,8-10% | 7,53-10* | 1,25-10% | 1,21-10* | 1,65-10% | 2,25-10% | 2,31-10*
K3 3,8-10% | 2,9-10* | 0,96-10% | 1,46-10* | 1,03-10% | 1,23-10* | 0,69-10*
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Bakterijy gyvybingumas tiek Zemoje temperatiiroje, tiek uzsalimo-atSilimo
cikly paveiktuose bandiniuose buvo gana nevienodas. Kai kuriais atvejais apskai-
Ciuotas gyvybingy bakterijy skaiCius laikui bégant netgi didéjo. Panasts svyravi-
mai pastebéti ankstesniuose tyrimuose (Morley et al., 1983), kur gyvybingy bak-
terijy spory padidéjimas buvo siejamas su létu bakterijy augimu tarp uzSalimo
cikly. Taciau §iuo atveju labiau tikétina, kad gyvybingy bakterijy skai¢iaus svy-
ravimus galima paaiskinti netolygiu bakterijy imobilizuoty keramzito daleliy pa-
siskirstymu betone. Nepaisant to, reikSmingi skirtumai tarp apskaiciuoty gyvy-
bingy bakterijy skai¢iaus nebuvo pastebéti né vieno eksperimento metu.

4,5

—=e— Bandiniai su B. pseudofirmus
bakterijomis, laikomi vandenyje
(vidurkis)

Kontroliniai bandiniai (vidurkis)
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3.13 pav. B. pseudofirmus bakterijy gyvybingumas vykstat uzsalimo-atsilimo ciklams
Fig. 3.13. Viability of B. pseudofirmus bacteria during freeze—thaw cycles

Zemos temperatiiros ir uz$alimo-atsilimo cikly paveiktuose, o ir kontroli-
niuose bandiniuose gyvybingy bakterijy skai¢iaus poky¢iai laikui bégant buvo pa-
nasis. Sie rezultatai patvirtina, kad biologinio betono elementai gali bati naudo-
jami Salto klimato regionuose, i$laikant gyvybingas bakterijy sporas betono
viduje.

3.4. ] hidrogelj jmobilizuoty bakterijy spory
gyvybingumo tyrimai smulkiagridziame betone

Siame poskyryje pateikiami bakterijy, jkapsuliuoty j kalcio alginato mikrokap-
sules, gyvybingumo rezultatai cemento tesloje ir smulkiagriidziame betone. Taip
pat pateikta jvertinta bakterijy gyvybingumo priklausomybé nuo betono kietéjimo
temperaturos.
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3.4.1. Kalcio alginato kapsuliy charakterizavimas ir
jkapsuliavimo efektyvumo jvertinimas

Suformuotos 2 % kalcio alginato mikrokapsulés pasizyméjo netaisyklinga sferine
forma, raukslétu ir Siurk$¢iu pavirSiumi, susidariusiu dél drégmés netekimo
dzitivimo metu (3.14 pav.). Gauty kapsuliy dydis svyravo nuo 0,45 mm iki
0,70 mm, o vidutinis dydis buvo 0,57 £ 0,06 mm. Tai rodo, kad jkapsuliavimo
metodas yra veiksmingas gaminant nedidelio dydzio nesiklius ir leidzia gauti kap-
sules su nedideliu dydzio pasiskirstymu. Jkapsuliavimo efektyvumas gali pri-
klausyti nuo jkapsuliavimui naudojamo natrio alginato tirpalo klampumo ir tirpalo
lasinimo metodo, jskaitant Svirksto aukscio, las§inimo greicio ir naudojamos ada-
tos skersmens (Lee et al., 2013).
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3.14 pav. Kalcio alginato mikrokapsuliy su jkapsuliuotomos bakterijy sporomis vaizdas
Fig. 3.14. Microscopic image of calcium alginate microcapsules containing encapsulated
bacterial spores

3.5 lentelé. Teoriné ir nustatyta bakterijy spory koncentracija kalcio alginato
mikrokapsulése

Table 3.5. Theoretical and measured concentrations of bacterial spores in calcium
alginate microcapsules

Teoriné bakterijy spory Nustatyta bakterijy spory
Bakterijy rusis koncentracija kapsuléje koncentracija kapsuléje
(KSV/kapsuléje) (KSV/kapsuléje)
B. pseudofirmus (4,55+0,71)-107 (2,14£0,91)-107
B. cohnii (3,30+0,89)-107 (1,00+0,22)-107
B. halodurans (1,67+0,07)-107 (3,17+0,23)-108
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Vienas i§ svarbiausiy parametry, uztikrinantis neSiklio tinkamumg bakteri-
joms jkapsuliuoti, yra jkapsuliavimo efektyvumas. Tyrimo metu buvo vertinamas
bakterijy gyvybingumas prie$ ir po jkapsuliavimo j kalcio alginato kapsules
(3.3 lentelé). Gauti rezultatai atskleidé, kad bakterijy kiekis po jkapsuliavimo ]
kalcio alginato kapsules yra didesnis nei prie§ kapsuliavima. Taip yra todeél, kad
kapsulése bakterijy sporos yra pasiskirs¢iusios tolygiau nei suspensijoje (Pung-
rasmi et al., 2019). Gauti rezultatai parodé, kad hidrogelis yra tinkamas nesiklis
bakterijy jkapsuliavimui ir pritaikymui savaime atsinaujinanciame betone, ka-
dangi jkapsuliavimo procesas neturéjo jtakos bakterijy gyvybingumui.

3.4.2. Maisto medziagy pralaidumo kalcio alginato kapsulése
vertinimas

Bakterijy sukeltas kalcio karbonato nusodinimas formuojantis plySiams priklauso
nuo daugelio veiksniy. Bakterijoms suaktyvinti cemente reikalingos maistinés
medziagos, kuriy Sioje nepalankioje Sarmingje aplinkoje néra daug. D¢l to j jkap-
suliavimo miSinj su bakterijy sporomis yra pridedama papildomy maistiniy
medziagy, pavyzdziui, mieliy ekstrakto ir peptono. Norint sumazinti maistiniy
medziagy iSsiplovimo i§ kapsulés matricos tikimybe, labai svarbu parinkti
tinkamg medziagos, j kurig jkapsuliuojama, koncentracija. Kapsulés su skirtinga
natrio alginato koncentracija (1 %, 1,5 % ir 2 %) buvo laikomos cemento fil-
travimo tirpale ir analizuotos, matuojant §viesos absorbcijg esant 280 nm bangos
ilgiui, ja palyginant su kontroliniu méginiu be maistiniy medziagy (3.15 pav.).
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3.15 pav. Maistiniy medziagy pralaidumo priklausomybé nuo natrio alginato
koncentracijos
Fig. 3.15. Nutrient permeability depending on sodium alginate concentration
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Tyrimas atskleidé, kad kuo didesné natrio alginato koncentracija, tuo daugiau
maistiniy medziagy yra paleidziama j aplinka. Didziausias maistiniy medziagy
difuzijos greitis buvo kapsulése, kuriose natrio alginato koncentracija buvo 2 %,
o maziausias — kai natrio alginato koncentracija buvo 1 %. Visose tiriamose
grupése didziausias j cemento filtrato tirpalg paleisty medziagy kiekis buvo rastas
po 3 dieny. Po 7 dieny buvo pastebétas difuzijos greicio i§ kapsuliy sumazéjimas,
kuris beveik stabilizavosi po 14 dieny nuo eksperimento pradzios. Tai rodo, kad
1§ nesikliy issiskirian¢iy medziagy kiekis pasiekia pusiausvyra, kas atitinka lit-
erattroje fiksuotus duomenis (Fahimizadeh et al., 2020).

Kai natrio alginato koncentracija padidéja, Ca2+ jonai gali suristi daugiau
alginato molekuliy. Tai lemia gelio membranos kompaktiSkumag ir pory struktiiros
tobulumg. D¢l to norima medziaga gali bti jterpta j polimero matricg (Fahimiza-
deh et al., 2020). Nors bandymy rezultatai rodo, kad esant didesnei natrio alginato
koncentracijai j tirpala difunduoja daugiau maistiniy medziagy, difuzija gali biiti
susijusi su didesniu natrio alginato kiekiu. Todél didesné natrio alginato tirpalo
koncentracija yra tinkamesné tolesniam darbui.

3.4.3. Bakterijy, jkapsuliuoty j hidrogelj, gyvybingumo
cementinése medziagose tyrimas

Siame skyriuje nagrin¢jamas bakterijy gyvybingumas cemento tesloje ir smul-
kiagriidziame betone su hidrogelio kapsulémis, kuriose yra jmobilizuotos bakte-
rijy sporos. Skirtingy rusiy bakterijy gyvybingumas buvo nustatomas cemento tes-
los bandiniuose su bakterijy sporomis bei maistinémis medZiagomis,
ikapsuliuotomis j 2 % kalcio alginato mikrokapsules. | cemento teslos bandinius
jterpty, § hidrogelj jmobilizuoty bakterijy spory gyvybingumas eksperimento pra-
dzioje visose tiriamosiose grupése zenkliai sumazéjo (3.16 pav., A). Siekiant pa-
tikrinti bakterijy gyvybinguma, kiekvienam bandiniui buvo pagaminti du skirtingi
skiedimai, o kiekvienas jy iSsétas trijose Petri 1ékstelése. B. pseudofirmus ir B. ha-
lodurans bakterijy gyvybingumas po 28 dieny isliko santykinai pastovus — atitin-
kamai 32 + 0,74 % ir 31 £ 1,40 %. Maziausias ] cemento tesla jkapsuliuoty bak-
terijy gyvybingumas nustatytas B. cohnii bakterijoms. Tyrimo metu jis nekito ir
sudaré apie 19 % pradinio spory gyvybingumo. Kontrolinése grupése be bakterijy
spory augimas nebuvo pastebétas. Véliau kapsulés su bakterijy sporomis buvo j-
terptos j smulkiagriidj betong. DidZiausias neigiamas poveikis pastebétas B. pseu-
dofirmus bakterijoms, kuriy gyvybingumas po 7 dieny sieké 3,24 + 0,23 %. Po 14
dieny kiet¢jimo, bakterijy gyvybingumas sieké 2,29 + 0,07 % ir isliko stabilus
viso eksperimento metu (3.16 pav., B). Kiekvienam bandiniui buvo atlikta po du
skiedimus, kiekvienas skiedimas buvo issétas ant trijy Petri 1éksteliy. Nors B. co-
hnii bakterijos turéjo didziausia gyvybingumo procenta eksperimento pradzioje
(12,36 + 0,69 %), taciau po 56 dieny jis nukrito iki 2,9 = 0,07 %. B. halodurans
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bakterijy gyvybingumas neperzengé 5 % ribos viso eksperimento metu. Joks bak-
terijy augimas nebuvo pastebétas kontrolinése grupése. Cementas eksperimento
metu nebuvo sterilizuotas, jo pH sieké 10-12, o tai yra nepalanki aplinka bakteri-
joms. Tik Sarming aplinkg toleruojancios bakterijos, ijkapsuliuotos j nesiklius, gali
iSgyventi tokiomis salygomis.
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3.16 pav. Bacillus rusies bakterijy gyvybingumas: A — cemento tesloje;
B — smulkiagriidziame betone
Fig. 3.16. Viability of Bacillus species in A — cement paste; B — mortar

Tyrimo metu buvo nustatomas Bacillus genties bakterijy gyvybingumas ce-
mento tesloje ir smulkiagrudziame betone. Bacillus genties bakterijos toleruoja
Sarming aplinka, todél tinkamos naudoti biologiniame betone. Tyrimas parodeé,
kad B. pseudofirmus, B. cohnii ir B. halodurans spory skai¢ius nesumazéja jas
ikapsuliavus j kalcio alginato mikrokapsules. Ankstesniuose tyrimuose nustatyta,
kad B. lichemiformis bakterijas jkapsuliavus j kalcio alginata, jy gyvybingumas
po ikapsuliavimo sieké 99 % (Vega-Carranza et al., 2021). Taigi, kalcio alginato
kapsulés yra tinkamas nesiklis bakterijoms jkapsuluoti ir jterpti j biologinj betona.
Smulkiagriidziame betone, kurio struktira yra daug standesné nei cemento teslos,
bakterijy mirtingumas buvo Zenkliai didesnis. Vadinasi, kapsules veiké didesnis
slégis. Be to, bandiniy kietéjimo metu jos buvo veikiamos Sarminés aplinkos, kuri
daro neigiamg ir kenksmingg poveikj. Tyrimas taip pat parodé, kad bakterijy spory
ikapsuliavimas j 2 % natrio alginatg sumaZzina jy pradinj gyvybinguma nuo 10 iki
100 karty. Taip gali biiti dél per mazos natrio alginato arba naudojamy bakterijy
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koncentracijos. Nepaisant to, tiesiogiai j smulkiagruidj betong jterpty bakterijy is-
gyvenamumas ir i§gyvenimo trukmé yra didesni. Sie rezultatai sutampa su biolo-
ginio betono tyrimu (Fahimizadeh et al., 2020), kuris parodé, kad B. pseudofirmus
bakterijos, jkapsuliuotos ] kalcio alginato mikrokapsules, iSliko gyvybingos po
betono maiSymo. Daugumoje tyrimy biologinio betono plysiy uzsivérimo savybés
buvo tiriamos neatsizvelgiant | bakterijy gyvybinguma betone. Juose vertintos
mechaninés betono savybés, pavyzdziui, gniuzdymo stipris ir vandens pralaidu-
mas po savaiminio gijimo. Taigi, Siame tyrime daugiausia démesio skiriama bak-
terijy gyvybingumui betone.

Tyrimo bakterijy gyvybingumas nustatytas skai¢iuojant ant kietos mitybinés
terpés iSaugusiy kolonijy skaiCiy. Tuo tarpu ureolitiniy bakterijy gyvybinguma
buvo galima nustatyti netiesiogiai, matuojant fermento ureazés aktyvuma, kai ap-
linkoje kei¢iasi jkapsuliuoty bakterijy i§skiriamo NH;z koncentracija. Sis metodas
taikomas tik tokioms bakterijoms ir negali buiti naudojamas ne ureolitiniy bakte-
rijy gyvybingumui cemento matricoje nustatyti. Neureolitiniy bakterijy gyvybin-
gumas nustatomas tiesioginio skiedimo-jskiepijimo metodu, kai bakterijos pask-
leidziamos Petri lékstelése ir skaic¢iuojamos iSaugusios kolonijos. Gyvybingumag
galima nustatyti tiksliai, nes i§ betono méginio paimamas reikiamas kapsuliy skai-
Cius, ir jos istirpinamos Na-citrato ir EDTA miSinyje. Pridéjus $iy medZziagy, kal-
cio alginatas suskystéja, sukurdamas kalcio jony ir alginato skaiduly chelatinj rysj.
Nustatyta, kad §iy medziagy derinys neturi jtakos bakterijy spory gyvybingumui
(Fahimizadeh et al., 2020). Taciau tiesioginio praskiedimo-sé¢jimo metodo apri-
bojimas yra tas, kad kai kurios bakterijy lastelés gali buiti metaboliskai aktyvios,
bet negali dalytis. Tiesiogiai nustatyti bakterijy gyvybinguma, naudojant piistas
medziagas, vargu ar jmanoma. Siuo atveju betono méginiai yra sudauzomi ir sus-
mulkinami, todél bakterijy skai¢iui jtakos turi tai, kiek kietinimo medziagy pa-
tenka | tiriamajj méginj.

3.4.4. Betono kietéjimo temperatiros jtaka j hidrogelj
jkapsuliuoty bakterijy gyvybingumui betone

Smulkiagradzio betono gamybos metu, vykstant cemento hidratacijos procesams,
susidaro auksta temperatiira. Todél $io tyrimo metu buvo vertinama betono ban-
diniy kietéjimo temperatiiros jtaka B. pseudofirmus bakterijy spory gyvybingu-
mui. Si bakterijy rai§is pasirinkta dél jos stabilaus gyvybingumo betono bandini-
uose. Gyvybingumas buvo tiriamas 20, 40 ir 80 °C temperattroje. Rezultatai
parodé, kad 2,1 % (1,51-10° KSV/kapsuléje) jkapsuliuoty bakterijy spory isliko
gyvybingos 28 dienas, bandinius kietinant 40 °C temperatiiroje, lyginant su
kontroliniais bandiniais, Kietintais 20 °C temperatiiroje (3.17 pav.). Taciau bak-
terijy gyvybingumas reikSmingai sumazéjo betono bandiniuose, kurie kietéjo
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80 °C temperatiiroje. Po 7 dieny gyvybingy bakterijy skai¢ius tapo nebenustato-

mas.
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3.17 pav. ] kalcio alginato mikrokapsules jkapsuliuoty B. pseudofirmus bakterijy spory
gyvybingumo smulkiagriidZio betono bandiniuose priklausomybé nuo hidratacijos
temperaturos
Fig. 3.17. Dependence of the viability of B. pseudofirmus spores encapsulated in
calcium alginate microcapsules on the hydration temperature in mortar specimens

Bakterijy, jkapsuliuoty j hidrogelio kapsules, gyvybingumo sumazéjimo re-
zultatai, smulkiagridzio betono bandinius kietinant 80 °C temperatiiroje, sutampa
su ankstesniais duomenimis apie bakterijy spory, jmobilizuoty j piista molj, gyvy-
binguma, ir rodo, kad jkapsuliavimas j hidrogelj negali apsaugoti bakterijy nuo
aukstos temperatiiros poveikio. Dél to reikia papildomy priemoniy cemento hid-
ratacijos sukeltai temperatiirai sumazinti. Tinkamai apsaugant j kalcio alginatg
jkapsuliuotas bakterijy sporas nuo auksty temperatiiry poveikio, galima padidinti
ju gyvybinguma, pagreitinti kalcio karbonato kristaly susidarymg ir pagerinti jy
kokybe (Schwantes-Cezario et al., 2020).

3.5. Biologinio betono plySiy uzsivérimo vertinimas

Siame poskyryje pateikiami biologinio betono savaiminio plysiy uZsivérimo re-
zultatai laboratorinémis ir liety imituojanciomis salygomis, kai betono ban-
diniams paruosti buvo naudojamos bakterijos, jmpregnuotos j piisto molio daleles.
Taip pat pateikiamas bakterijy, jkapsuliuoty j hidrogelj, gebéjimo uzverti plySius
biologiniame betone, vertinimas.
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3.5.1. Bakterijy, impregnuoty j pista molj, gebéjimo uzverti
plySius vertinimas

Atlikus bakterijy gyvybingumo tyrimus buvo optiskai jvertintas bakterijy gebéji-
mas uzpildyti jtrikimus biologinio betono bandiniuose su piisto molio dalelémis,
padengtomis skirtingais apvalkalais. Plysiy uzsivérimo rezultatai pateikti 3.18
pav. Jo efektyvumui jvertinti buvo naudojamas plySiy uzsivérimo koeficientas H¢
(Wiktor & Jonkers, 2011). H gali svyruoti nuo 0, kai plySiai neuzsiveria, ir iki 1,
kai jvyksta visiskas plysiy uzsivérimas.

3.18 pav. Smulkiagriidzio betono bandiniy su dengtomis piisto molio dalelémis plySiy
uzsivérimo matavimas: A — bandinys be apvalkalo ir bakterijy (kontrolé); B — bandinys
su jterptomis bakterijomis, nedengtos apvalkalu (kontrolé¢); C — bandinys su ptisto molio
dalelémis, dengtomis vienu stireno-akrilato emulsijos sluoksniu; D — bandinys su piisto

molio dalelémis, dengtomis MgO turin¢iu apvalkalu

Fig. 3.18. Measurement of crack healing of concrete specimens with coated expanded
clay particles: A — negative control specimen without coating and bacteria; B — negative
control specimen with embedded bacteria, without coating; C — specimen with expanded

clay particles coated with a single layer of a styrene-acrylate emulsion; D — specimen

with expanded clay particles coated with a MgO-based coating
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Plysiy uzpildymo efektyvumas buvo stebimas pra¢jus 14, 28 ir 56 dienoms
po smulkiagriidzio betono bandiniy su ptsto molio uZpildu paruoSimo ir panar-
dinimo j vandenj Tiriant j su skirtingais apvalkalais padengty piisto molio daleliy
impregnuotomis bakterijy sporomis gebéjimg uzverti plysius, buvo naudojami du
kontroliniai bandiniai: bandinys, kuriame piisto molio dalelés nebuvo impregnuo-
tos bakterijy sporomis ir padengtos papildomu apvalkalu, ir bandinys, kuriame
pusto molio dalelés buvo impregnuotos bakterijy sporomis, taciau nebuvo pa-
dengtos papildomu apvalkalu. Kontroliniame bandinyje, kurio sudétyje néra imp-
regnuoty bakterijy ir maisto medziagy, plySiy uzsivérimo koeficientas po 56 dieny
buvo 0,26 (3.19 pav.). Sie rezultatai patvirtina, kad betonas tam tikru mastu geba
uzpildyti plySius savarankiskai be jokiy aktyviy medziagy. Didesnis savaiminio
atsinaujinimo koeficientas buvo pastebétas kitame kontroliniame bandinyje, ku-
riame ] pusta molj yra jterptos bakterijy sporos ir maistinés medziagos, taciau
pusto molio dalelés néra apvilktos apsauginiu apvalkalu. Plysiy uzsivérimo koe-
ficientas Siuose bandiniuose sieké 0,31 (3.18 pav.). Gyvybingy bakterijy skai¢ius
Siame bandinyje svyravo apie 2-4-10° KSV/1 g piisto molio. Inkubacijos metu
vandens pH svyravo nuo 8,5 iki 9. Sios palankios vandens aplinkos salygos ska-
tino bakterijy aktyvuma ir CaCOs nusodinimg. Tai, savo ruoztu, uztikrino didesnj
plysiy uzsivérimo koeficients, palyginus su kontroliniu bandiniu be jmobilizuoty
bakterijy spory.

1 Piisto molio dalelés be
bakterijy spory bei
apvalkalo (kontrol¢)

0,8

Bakterijy sporomis

0,6 impregnuotos piisto molio
dalelés be apvalkalo
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04 .. .
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3.19 pav. Plysiy uzsivérimo koeficientai smulkiagriidzio betono bandiniuose su
bakterijomis impregnuotomis piisto molio dalelémis
Fig. 3.19. Self-healing coefficients in concrete specimens with bacteria-impregnated
expanded clay particles
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Plysiy uzsivérimo koeficientas betono bandiniuose su dengtomis piisto dale-
lémis buvo gerokai didesnis. 3.18 pav. C ir D pavaizduotas bandiniy su piisto mo-
lio dalelémis, dengtomis stireno-akrilato emulsija ir MgO pagrjstu apvalkalu, sa-
vaiminis jtriikimy uZpildymas. Siuose bandiniuose buvo didesnis gyvybingy
bakterijy skaicius, palyginus su neigiama kontrole, ir po 56 dieny plySiy uzsivé-
rimo koeficientas sieké 0,84 bandiniuose su stireno-akrilato emulsijos danga, o
0,60 bandiniuose su MgO pagrijstu apvalkalu (3.19 pav.). Tai sustiprino CaCOs3
formavima. Pusto molio daleles padengus MgO pagristu apvalkalu, Mg(OH). su-
sidarymas gali pagerinti ilgalaikj autogeninj jtrikimy uzpildyma. Siam poveikiui
patvirtinti biitina i§samesn¢ ilgalaiké statistiné analizé su didesniu méginiy skai-
¢iumi ir jvairove.

Vis délto, gauti rezultatai rodo, kad biologinio betono bandiniy plysiy uzsi-
vérimo efektyvumas yra glaudziai susijes su jame esanciy gyvybingy bakterijy
skai¢iumi. Biologinio betono bandiniai, kuriuose buvo didesnis gyvybingy bakte-
rijy skaiCius, pasizyméjo didesniu plySiy uzsivérimo koeficientu. Todél, norint
padidinti bakterijy gyvybinguma betono matricoje ir taip pagerinti atsivérusiy ply-
$iy uzpildyma, piisto molio daleles biitina dengti papildomais apvalkalais.

3.5.2. Bakterijy, impregnuoty j pusta molj, gebéjimo uzverti
plySius betone vertinimas imituojamomis lietaus sglygomis

Eksperimentai, skirti savaiminiam plysiy uzpildymui biologinio betono elemen-
tuose, buvo specialiai suprojektuoti taip, kad biity galima panaudoti plysiy uzsi-
vérimo salygas, panasias j realias konstrukcijy eksploatavimo salygas. Armatiiros
strypai buvo i§déstyti prizmiy apatinéje dalyje, taip imituojant sijy konstrukcine
armatirg. Taigi, armatira perdavé jtempius apkrovos metu, 0 tai leido susidaryti
daugybiniams jtrukimams. Pritaikyta eksperimentiné saranga taip pat leido atkurti
jvairaus plocio jtrikimus, panasiai kaip ir konstrukcinése sijose. Be to, jtrikimy
uzsivérimui buvo naudojamos specialios salygos, imituojanéios liety. Manoma,
kad tokios plysiy uzsivérimo sglygos yra reprezentatyvesnés, palyginti su jprasti-
niu plySiy uzsivérimu panardinus j vandenj arba 100 % santykinés drégmés patal-
pose (Alazhari et al., 2018; Wang et al., 2014; Zheng et al., 2021). Siekiant jver-
tinti jtrikimy uzsivérima per tam tikra laika, pagrindiniu efektyvumo rodikliu
buvo pasirinktas plysiy uzsivérimo koeficientas. Siuo atveju 100 % reiskia visiska
pradinio jtriikimo uzpildyma.

Tyrimai buvo atliekami su B. pseudofirmus ir B. cohnii bakterijomis, atsiz-
velgiant j jy gyvybingumga ir mineralizacijos efektyvuma. Gautos bandiniy plysiy
uzsivérimo koeficiento vertés bandiniuose su B. pseudofirmus ir B. cohnii bakte-
rijomis pateiktos 3.20 pav. Cia kiekvienas grafiko taskas rodo viduting jtrikimo
plocio verte, apskaiciuotg kaip vidurkj i§ 10 viety ir 30 matavimo tasky.
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3.20 pav. Plysiy uzsivérimo koeficienty kitimas bandiniuose su B. pseudofirmus ir
B. cohnii bakterijy sporomis liety imituojanéiomis sglygomis: A — bandiniai su
B. pseudofirmus bakterijomis po 28 dieny; B — bandiniai su B. pseudofirmus
bakterijomis po 98 dieny; C — bandiniai su B. cohnii bakterijomis po 28 dieny;
D - bandiniai su B. cohnii bakterijomis po 98 dieny
Fig. 3.20. Variation of self-healing coefficients in specimens with B. pseudofirmus and
B. cohnii bacterial spores under stimulated rain conditions: A — specimens with
B. pseudofirmus bacteria after 28 days, B — specimens with B. pseudofirmus bacteria
after 98 days, C — specimens with B. cohnii bacteria after 28 days, D — specimens
with B. cohnii bacteria after 98 days
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Bandymy su abejomis bakterijy rusimis metu kontroliniai bandiniai pasizy-
meéjo nezymiu plySiy uzpildymo efektyvumu, o galutinis plySiy uzsivérimo koe-
ficientas po 98 dieny svyravo nuo 0,37 iki 5,98 %. PrieSingai, bakterijy, turinéiy
bandiniy plysiy, uzsivérimo koeficientai buvo kelis kartus didesni. Galutinis ply-
$iy uzsivérimo koeficientas po 98 dieny buvo 13,65 ir 18,83 % prizmése, atitin-
kamai su B. pseudofirmus ir B. cohnii bakterijy sporomis. Taciau abiejy bandymy
plysiy uzsivérimo geb¢jimas buvo gerokai mazesnis, palyginti su auksciau apra-
Syty tyrimy rezultatais, kai plySiy uzsivérimo koeficientas sieké 80 %. GreiCiau-
siai tokie reikSmingi skirtumai susije¢ su skirtingomis gijimo sglygomis. Auks¢iau
aprasyto tyrimo metu plySiy uzsivérimas vyko vandenyje, o Siame tyrime buvo
naudojama liety imituojanti aplinka. Tekantis vanduo gal¢jo iSplauti naujai susi-
dariusias bakterijy nuosédas ir kalcio karbonata, todé¢l padidéjo iSmatuotas plySio
plotis. Panasus efektas pastebétas ir ankstesniuose tyrimuose, kur biologinis beto-
nas turéjo salytj su prisotintu gruntu (Zhang & Qian, 2020). Dél vandens slégio i3
plysio istekéjo daug balty nuosédy. Todél galima daryti iSvada, kad tekantis van-
duo gali sumazinti biologinio betono elementy plySiy uzsivérimo efektyvuma.

Siame tyrime gauti eksperimentiniai duomenys rodo, kad inkubavimo meto-
das turi didele jtakg biologinio betono bandiniy ply$iy uzsivérimo rodikliams. To-
dél atviry konstrukcijy savaiminio plysiy uzsivérimo gebéjimas gali biti prastes-
nis, palyginti su plySiy uzsivérimu idealiomis laboratorinémis salygomis, kai
biologinio betono bandiniai yra panardinami j vandenj. Naudojant biologinj be-
tong konstrukcijoms, butina atsizvelgti j galimg naujai susidariusiy nuosédy iSp-
launamajj poveiki.

3.5.3. Bakterijy, jkapsuliuoty j hidrogelj, gebéjimo uzverti
plySius betone vertinimas

Norint jvertinti j hidrogelj jkapsuliuoty bakterijy B. pseudofirmus, B. cohnii ir
B. halodurans gebéjima uzpildyti plySius betono konstrukcijose, skirtingo plo¢io
plysiai buvo atverti praéjus 28 dienoms po smulkiagriidzio betono bandiniy paru-
oSimo. PlySiy uzpildymo efektyvumui jvertinti buvo naudojamas plySiy
uzsivérimo koeficientas He. AukS¢iau apraSyti tyrimai atskleidé, kad bégant laikui
bakterijy gyvybingumas betone reikSmingai sumazéja. Tai daro jtakg sa-
vaiminiam plySiy uzpildymui, tode¢l, norint jvertinti jy uzpildymo efektyvuma, kai
bakterijos yra vis dar gyvybingos, buvo pasirinkta tai padaryti praéjus 7 dienoms
po méginiy pagaminimo, 0 ne laukti, kol méginiai visiskai sukietés praéjus
28 dienoms.

Atlikta savaiminio ply$iy uzpildymo analizé parodé, kad 0,130-0,136 mm
plocio plysiai buvo greiciausiai uzpildyti betono bandiniuose su jkapsuliuotomis
B. cohnii ir B. halodurans bakterijy sporomis (3.21 pav.). Nedideli jtrikimai buvo



78 3. BAKTERIJU GYVYBINGUMO BETONE TYRIMAI

visiskai uzpildyti per 14 dieny. Sis pastebéjimas sutampa su rezultatais, kurie pa-
rodé B. pseudofirmus bakterijy, jkapsuliuoty j kalcio alginata, gyvybinguma ir jy
gebéjima uztaisyti palyginti nedidelius defektus per 56 dienas (Fahimizadeh et al.,
2020). Betono bandiniuose, kuriuose plysio plotis sieké 0,213-0,288 mm, plysiai
nebuvo visiSkai uzpildyti viso tyrimo metu (3.22 pav.). Po 56 dieny plysiy uzsi-
veérimo koeficientas visoms bakterijy risims buvo labai panasus ir sieké 0,497,
0,466 ir 0,484, atitinkamai B. pseudofirmus, B. cohnii ir B. halodurans bakteri-
joms. Pastebéta, kad B. pseudofirmus bakterijos, jkapsuliuotos j kalcio alginata su
chitozanu, uzpildé 1 mm jtrakimus (Gao et al., 2020).

3.21 pav. Smulkiagriidzio betono bandiniy, kuriy plysio plotis yra 0,130-0,136 mm,
plysiy uZsivérimo vaizdai, naudojant kalcio alginato mikrokapsules su jkapsuliuotomis
skirtingy rasiy bakterijomis: A — B. pseudofirmus; B — B. cohnii; C — B. halodurans
Fig. 3.21. Images of self-healing of mortar specimens with a crack of 0.130-0.136 mm
using microcapsules with different bacterial species: A — B. pseudofirmus; B — B. cohnii;
C - B. halodurans
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3.22 pav. Smulkiagriidzio bandiniy, kuriy plysio plotis yra 0,213-0,288 mm, plysiy
uzsivérimo Vvaizdai, naudojant kalcio alginato mikrokapsules su jkapsuliuotomis
skirtingy rasiy bakterijomis: A — B. pseudofirmus; B — B. cohnii; C — B. halodurans
Fig. 3.22. Images of self-healing of mortar specimens with a crack of 0.213-0.288 mm
using microcapsules with different bacterial species: A — B. pseudofirmus;

B — B. cohnii; C — B. halodurans

Tyrimo metu buvo naudojami du kontroliniai smulkiagriidzio betono bandi-
niai: bandinys be kalcio alginato kapsuliy ir bandinys su kalcio alginato kapsulé-
mis be bakterijy spory (tik su jkapsuliuotomis maistinémis medziagomis). Abiejy
grupiy bandiniuose plySiai nebuvo uzpildyti (3.23 pav.). Plysiy uzsivérimo koefi-
cientas visuose kontroliniuose bandiniuose nevirsijo 0,2. Sis rezultatas patvirtina
autogenine betono savaiminio atsinaujinimo savybe, pasireiSkiancig geb¢jimu uz-
pildyti mazus jtritkimus, nepridedant papildomy medziagy.
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3.23 pav. Kontroliniy smulkiagriidzio betono bandiniy plysiy uzsivérimo vaizdai:
A — smulkiagridZio bandiniai be mikrokapsuliy; B — smulkiagriidzio betono bandiniai su
mikrokapsulémis, kuriy sudétyje yra maistiniy medziagy, taciau néra bakterijy
Fig. 3.23 Self-healing images of control mortar samples: A — mortar samples without
microcapsules; B — mortar samples with microcapsules containing nutrients
without bacteria

3.24 pav. pateiktas plySiy uzsivérimo rezultaty apibendrinimas. Platesniy ply-
Siy, kuriy plotis siekia 0,288 mm, atveju plySiy uzsivérimas yra beveik vienodas
visoms tirtoms bakterijy rasims. Taciau B. pseudofirmus bakterijos parodé di-
dziausig gebéjimo uzverti plySius greitj. Nepilnas ir netolygus plysiy uzsivérimas
gali atsirasti del nepakankamo bakterijy gyvybingumo ir nepakankamos polime-
rinés dangos apsaugos, mazesnio nesiklio su jmobilizuotomis bakterijy sporomis
ir maistinémis medziagomis kiekio, netolygaus pasiskirstymo méginiuose. Norint
padidinti bakterijy spory gyvybinguma betone ir uzpildyti platesnius jtrukimus,
reikéty koreguoti mikrokapsuliy sudétj, didinant bakterijy koncentracijg ir maisti-
niy medziagy kiekj. Be to, dangos galéty apsaugoti mikrokapsules nuo Sarminés
aplinkos ir padidéjusios cemento hidratacijos temperatiiros. Pastebétas jtrikimy
uzsidarymas yra tik netiesioginis bakterijy aktyvumo jrodymas. Taigi, bakterijy
identifikavimas ir kiekybinis nustatymas realiomis aplinkos salygomis gali biiti
tolesniy moksliniy tyrimy objektas.
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3.24 pav. Plysiy uzsivérimo koeficiento priklausomybé nuo laiko smulkiagriidzio betono
bandiniuose, kuriuose naudojamos skirtingy raisiy bakterijos: A — kai plysio plotis yra
0,130-0,136 mm; B — kai plysio plotis yra 0,213-0,288 mm
Fig. 3.24. Self-healing coefficient variation with time in mortar samples with different
bacteria species: A — with crack width 0.130-0.136 mm; B — with crack width
0.213-0.288 mm

Viso tyrimo metu smulkiagriidzio betono bandiniai buvo laikomi vandenyje.
Vandens pH buvo vertinamas kas savaite ir svyravo nuo 8,4 iki 9,7. Tai uztikrino
palankig ir vienoda aplinka bakterijy aktyvumui ir CaCO3 formavimui.

3.6. Metaly oksidy antibakterinio aktyvumo tyrimai

Remiantis literatiiros duomenimis, tipiné metaly oksidy minimali slopinanti kon-
centracija svyruoja nuo 30 pg/ml iki 1600 pg/ml, priklausomai nuo konkrecios
bakterijy rasies ir metalo (3.6 lentelé). 3.1 lentel¢je vertés nurodytos pg/ml, o
3.2 lentel¢je metaly oksidy koncentracija apskai¢iuota pg/g betono. Nepaisant to,
3.1 ir 3.2 lentelése pateiktos vertés gali biiti naudojamos kaip apytikslés palygi-
nimo tikslais. Pagal gautus duomenis matyti, kad visi metaly oksidai, i$skyrus
CuO, virsijo tipines minimalios slopinancios koncentracijos vertes (3.4 lentel¢).
Pavyzdziui, 1600 ug/ml Al,O3 slopina E. coli augima (Ansari et al., 2014a), o ty-
rimo metu nustatyta, kad visose tirtose cemento riiSyse $io metalo oksido koncent-
racija buvo bent kelis kartus didesné (3.3 lentel¢). Panasiai MgO koncentracija
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buvo beveik 10 karty didesné uz minimalias slopinanc¢ias koncentracijas Campy-
lobacter jejuni, Escherichia coli ir Salmonella enteritidis bakterijy rasims (He
et al., 2016b). Betone esantis metaly oksidy misinys ilgainiui difunduoja j bakte-
rijomis jmobilizuotas pusto molio daleles ir palaipsniui mazina bakterijy gyvybin-
gumga betono matricoje.

3.6 lentelé. Anksciau iStirtos metalo oksidy nanodaleliy minimalios slopinanc¢ios kon-
centracijos
Table 3.6. Previously studied MICs of metal oxide nanoparticles

mgitg!; Bakterijy rusis p':/g”/rl;'l Literattros Saltinis
Al>,O3 E. coli 1600 Ansari et al.,
2014b
Fe,03 P. aeruginosa 160 Khataminejad
etal., 2015
MgO C. jejuni, E. coli, S. enteritidis 500-1000 He etal., 2016
TiO, P. aeruginosa 350 Arora et al., 2015
Zn0 C. jejuni, S. enteritidis, E. coli 30-980 Xieetal., 2011
CuO E. coli. P. aeruginosa, K. pneumonia, | 30-250 Ahamed et al.,
E. faecalis, S. flexneri, S. typhi- 2014)
murium, P. vulgaris

Siekiant apibuidinti metaly oksidy slopinamajj poveikj Bacillus genties bak-
terijoms, minimalios slopinancios koncentracijos vertés buvo tiriamos Kiekvie-
nam metalo oksidui ir bakterijy rusiai atskirai. Gauti rezultatai apibendrinti 3.7
lenteléje. Nustatyta, kad Fe,Os, MgO, Al2Os ir TiO2 néra toksiski tirtoms bakterijy
rusims, nes nepastebétas joks slopinantis poveikis, kai $iy metaly oksidy koncent-
racija sieké 2000—-6000 ug/ml. Didesniy $iy metaly oksidy koncentracijy tirti ne-
buvo galima, nes Sie stipriai drumsté bakterijy augimo terpe ir trukdé apskaiciuoti
kolonijas sudarancius vienetus Petri 1éksteléje. Priesingai, buvo nustatyta, kad kiti
metaly oksidai yra toksiski. Priklausomai nuo bakterijy rasies, vario oksido mini-
malios slopinancios koncentracijos vertés svyravo nuo 1500 pug/ml iki
2000 pg/ml, o cinko oksido — nuo 12,5 pg/ml iki 25 pg/ml.

Gauti rezultatai atskleidé, kad bakterijy gyvybingumo skirtumai buvo glau-
dziai susije su skirtingy metaly oksidy kiekiu cemente ir minimaliy slopinanéiy
koncentracijy vertémis. Kaip jau buvo aptarta anksciau, bakterijy gyvybingumas
baltame CEM-1 52,5 R-SR5 (Danija) tipo cemente buvo gerokai didesnis, paly-
ginti su visais kitais tirtais cemento tipais. Cheminé analizé atskleidé, kad baltame
CEM-1 52,5 R-SR5 (Danija) tipo cemente aptinkama daug mazesné Al,O3, Fe;0s,
MgO ir TiO2 koncentracija, 0 ZnO ir CuO nebuvo visai. Metaly oksidy antibak-
terinio aktyvumo tyrimas parodé, kad Fe,Os, MgO, Al.Os ir TiO, néra toksiski
B. pseudofirmus, B. cohnii bei B. halodurans bakterijy ra$ims. Tik ZnO arba CuO
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buvimas cemento sudétyje galéjo lemti tirty bakterijy rusiy gyvybingumo suma-
Z€jima betono bandiniuose. Apskaiciuota CuO koncentracija betono bandiniuose
buvo 38-291 pug/g. Si koncentracija yra kelis kartus maZesné uz nustatytas mini-
malios slopinancios koncentracijos vertes, kurios buvo 1500 pg/ml B. pseudofir-
mus bakterijy rasiai ir 1500 pg/ml B. cohnii ir B. halodurans bakterijy rasims.
Todél ZnO yra laikomas potencialiu inhibitoriumi. Nustatyta, kad ZnO yra tok-
siSkiausias metalo oksidas visoms tirtoms bakterijy rasims ir sieké 12,5 pg/ml
B. pseudofirmus ir B. cohnii bakterijy rasims, 25 ug/ml B. halodurans bakterijy
risiai. ZnO masés procentiné dalis betone, pagamintame i$ baltojo CEM-1 52,5
R-SR5 (Danija) tipo cemento, buvo neaptinkama, o tai palankiai veiké bakterijy
iSgyvenamuma betono matricoje.

I§ gauty rezultaty galima daryti iSvada, kad tam tikry elementy buvimas ce-
mente lemia bakterijy gyvybinguma betono matricoje. ZnO buvimas cemento su-
détyje gali biti pakankama priezastis bakterijy augimo slopinimui biologiniame
betone. Nustatytos ZnO minimalios slopinan¢ios koncentracijos vertés trims skir-
tingoms bakterijy raSims buvo gerokai mazesnés uz fakting Sio metalo oksido
koncentracija tirtuose cemento tipuose. Bakterijy gyvybingumo tyrimas taip pat
patvirtino ry§j tarp cemento sudétyje randamy metalo oksidy koncentracijy ir ko-
lonijas sudaranciy vienety skaiciaus. Bakterijy gyvybingumas betono bandiniuose
buvo reikSmingai mazesnis, kai betono bandiniams paruosti buvo naudojami ce-
mento tipai su didesne ZnO koncentracija. Tai rodo, kad prie§ gaminant biologinj
betona, reikia istirti cemento sudétj ir konkreéiy jame esanéiy metalo oksidy mi-
nimalios slopinancios koncentracijos reikSmes, kad buty kuo maziau paveiktas
bakterijy gyvybingumas ir plySiy uzsivérimo efektyvumas.

3.7 lentelé. Nustatytos metalo oksidy minimalios slopinanc¢ios koncentracijos reik§més
Bacillus genties bakterijoms

Table 3.7. Determined minimum inhibitory concentration values of metal oxides for Ba-
cillus species

. Minimali slopinanti koncentracija (ng/ml)

Metalo oksidas B. pseudofirmus B. cohnii B. halodurans
Al;Os — — —
Fe>O3 - - -

MgO - - -
TiO2 - - -
Zn0O 12,5 12,5 25
Cu0O 1500 2000 2000

Cemente esantys mikroelementai gali turéti daug didesne jtakg bakterijy gy-
vybingumui nei pH poveikis, kaip buvo teigiama anks¢iau. Cemento sudétyje
esanti metaly oksidy koncentracija gali virSyti tipines minimaliy slopinanciy kon-
centracijy reikSmes daugiau nei keliasdesimt karty.
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3.7. Treciojo skyriaus iSvados

1. B. pseudofirmus bakterijos pasizymi auk$Ciausiu mineralizacijos ak-

tyvumu, kai likutiné kalcio jony koncentracija terpéje yra 1,742 mM. Ki-
tos rusys, tokios kaip B.cohnii ir B. halodurans, esant kalcio jony
Saltiniui, taip pat gali nusodinti kalcio karbonatg ir biiti naudojamos bio-
loginiame betone.

Pisto molio daleliy padengimas stireno-akrilato ir MgO danga 10 karty
padidina bakterijy gyvybingumg betone, nes yra uzblokuojamos poros,
apsaugancios bakterijas nuo nepalankiy aplinkos salygy. Taigi, Sios dvi
dangos gali biiti naudojamos bakterijy gyvybingumo i$saugojimui bio-
loginiame betone.

B. pseudofirmus bakterijy spory skai¢ius sumazéja 50 % per pirmuosius
tris uzSalimo-at$ilimo ciklus, ta¢iau po to iSlieka stabilus iki 20 ciklo. To-
dél biologinj betong galima pritaikyti Siaurés Europos ir Baltijos $aliy
klimato sglygomis, taciau tada naudojamy bakterijy kiekj reikéty padi-
dinti.

Betono kietéjimo temperatiira turi didelg jtaka bakterijy iSgyvenamumui.
Kai temperatiira pasickia 80 °C, j pustg molj jkapsuliuoty bakterijy
gyvybingumas sumazéja vir§ 10 karty, o j hidrogelj jkapsuliuoty bakterijy
gyvybingumas tampa nebeaptinkamas. Vidutinio dydzio konstrukcijose
minétos temperattiros nepasiekiamos, ta¢iau masyviose biologinio betono
konstrukcijose bitina uztikrinti, kad temperattros nevirSyty 40 °C.
Betono kietéjimo salygos (drégmé) veikia bakterijy gyvybinguma.
B. pseudofirmus bakterijy gyvybingumas vandenyje kietinamuose bandi-
niuose yra vir§ 10 karty mazesnis nei ore kietinamuose bandiniuose, ka-
dangi vandenyje vyksta ankstyvas bakterijy spory dygimas, 0 tai lemia
bakterijy zutj.

Dirbtinio lietaus salygomis vykstantis ply$iy uzsivérimas biologiniame
betone pasizymi kelis kartus mazesne sparta nei vandens aplinkoje, nes
yra iSplaunamas kalcio karbonatas. Todél biologinio betono konstrukcijas
batina apsaugoti nuo lietus ir tekancio vandens poveikio.

Cemento sudétyje esantis ZnO yra toksiSkas visoms tirtoms bakterijy
rasims ir Zenkliai sumazina jy gyvybingumg betone, todél biologinio be-
tono gamybai rekomenduojama naudoti cementg be $io junginio.



Bendrosios iSvados

Istyrus pagrindinius cemento tipus, naudojamus betono konstrukcijose,
nustatyta, kad cementy sudétyje esantis cinko oksidas mazina bakterijy
gyvybinguma biologiniame betone, todél reikia naudoti tokj cementa, ku-
rio sudétyje cinko oksido nebiity.

Atsizvelgiant | bakterijy gyvybinguma biologiniame betone, mineraliza-
cijos aktyvuma ir gebéjimg uzpildyti atsivérusius plySius, i$ trijy tirty
bakterijy rasiy tinkamiausia naudoti yra B. pseudofirmus.

Hidrogelis ir puistas molis geba islaikyti gyvybingas bakterijy sporas bio-
loginiame betone. Pasto molio daleles padengus stireno-akrilatu arba
MgO turin¢iu apvalkalu bakterijy gyvybinguma betone padidéja beveik
10 karty. Susiformavus plévelei ant ptasto molio daleliy pavirSiaus, susi-
daro mechaninis barjeras, apsaugantis bakterijas nuo neigiamo cemento
komponenty poveikio.

Kai temperatiira pasiekia 80 °C, j puista molj impregnuoty bakterijy gy-
vybingumas sumazéja daugiau nei 10 karty, o j hidrogelj jkapsuliuotos
bakterijos Ziiva. Vidutinio dydZio konstrukcijose 80 °C temperatiira ne-
pasiekiama, ta¢iau masyviose biologinio betono konstrukcijose bitina
uztikrinti, kad ji nevirSyty 40 °C. Ore kietintuose betono bandiniuose gy-
vybingumas yra 10 karty didesnis nei vandenyje Kietintuose bandiniuose,
kuriuose vyksta ankstyvas spory dygimas ir bakterijos ztva.
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5. Betono bandiniuose, kuriuose bakterijy sporos buvo jkapsuliuotos j hid-
rogelj, 0,13 mm plocio plysiai visiskai uzsivéré per 21 dieng. Betono ban-
diniuose, kuriuose bakterijy sporos buvo jmobilizuotos | ptsta molj,
0,17-0,2 mm plysiai nebuvo visiskai uzpildyti per 56 dienas laboratori-
némis salygomis. PlySiy uzsivérimo efektyvumas yra mazesnis lietaus ir
tekancio vandens sglygomis dél galimo susidariusiy kalcio karbonato
kristaly iSplovimo i$ konstrukcijos.

6. Biologinis betonas yra tinkamas naudoti Lietuvos klimatinémis salygo-
mis, taciau bakterijy spory skaicius biologiniame betone turi biiti padvi-
gubintas, nes uzsalimo-atsilimo cikly metu bakterijy gyvybingumas su-
mazéja per pusg.



Rekomendacijos

1. Atsizvelgiant j bakterijy gyvybinguma betone, mineralizacijos akty-
vumg ir gebéjima uzpildyti atsivérusius plySius, biologiniame betone
rekomenduojama naudoti Bacillus pseudofirmus.

2. Betono kietéjimo metu masyviuose betono elementuose pasiekiamos
aukstos temperatiiros, todél rekomenduojama imtis priemoniy, kad
specifinése biologinio betono konstrukcijose kietéjimo metu tempera-
tiiros nebuty aukstesnés nei 40 °C.

3. Rekomenduojama nenaudoti cinko oksido turin¢io cemento biologinio
betono gamybai.

87






Literatura ir Saltiniai

Achal, V., Pan, X., & Ozyurt, N. (2011). Improved strength and durability of fly
ash-amended concrete by microbial calcite precipitation. Ecological Engineering,
37(4), 554-559. https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2010.11.009

Ahamed, M., Alhadlag, H. A., Khan, M. A. M., Karuppiah, P., & Al-Dhabi, N. A.

(2014). Synthesis, characterization, and antimicrobial activity of copper oxide na-
noparticles. Journal of Nanomaterials, 2014. https://doi.org/10.1155/2014/637858

Ahmad, M. R., Chen, B., & Farasat Ali Shah, S. (2019). Investigate the influence of
expanded clay aggregate and silica fume on the properties of lightweight concrete.
Construction and Building Materials, 220, 253-266.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2019.05.171

Alazhari, M., Sharma, T., Heath, A., Cooper, R., & Paine, K. (2018). Application of
expanded perlite encapsulated bacteria and growth media for self-healing concrete.
Construction and Building Materials, 160, 610-619.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2017.11.086

Ansari, M. A., Khan, H. M., Khan, A. A., Cameotra, S. S., Saquib, Q., & Musarrat,
J. (20144a). Interaction of Al203 nanoparticles with Escherichia coli and their cell
envelope biomolecules. Journal of Applied Microbiology, 116(4), 772-783.
https://doi.org/10.1111/jam.12423

Ansari, M. A., Khan, H. M., Khan, A. A., Cameotra, S. S., Saquib, Q., & Musarrat,
J. (2014b). Interaction of Al203 nanoparticles with Escherichia coli and their cell

89



90

LITERATURA IR SALTINIAI

envelope biomolecules. Journal of Applied Microbiology, 116(4), 772-783.
https://doi.org/10.1111/jam.12423

Arora, B., Murar, M., & Dhumale, V. (2015). Antimicrobial potential of TiO2 na-
noparticles against MDR Pseudomonas aeruginosa. Journal of Experimental Nano-
science, 10(11), 819-827. https://doi.org/10.1080/17458080.2014.902544

Barbosa, C. A. M., Gong, R. B., Alves, Siqueira, J. F., & De Uzeda, M. (1997).
Evaluation of the Antibacterial Activities of Calcium Hydroxide, Chlorhexidine,
and Camphorated Paramonochlorophenol as Intracanal Medicament, A Clinical and
Laboratory  Study. Journal of Endodontics, 23(5), 297-300.
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(97)80409-8

Ben Chekroun, K., Rodri, C., Teresa Gonza, M., Maria Arias, J., Cultrone, G., &
Rodri, M. (2004). Precipitation and growth morphology of calcium carbonate in-
duced by Myxococcus xantus: implications for recognition of bacterial carbonates.
Journal Of Sedimentary Research, 74(6). SEPM (Society for Sedimentary Geology.
https://doi.org/10.1306/050504 740868

Bindschedler, S., Cailleau, G., & Verrecchia, E. (2016). Role of fungi in the bio-
mineralization of calcite. Minerals 6(2). MDPI AG.
https://doi.org/10.3390/min6020041

Cao, M., Ming, X., He, K., Li, L., & Shen, S. (2019). Effect of macro-, micro- and
nano-calcium carbonate on properties of cementitious composites-A review. Mate-
rials, 12(5). MDPI AG. https://doi.org/10.3390/mal12050781

Castanier, S., Le Métayer-Levrel, G., & Perthuisot, J.-P. (1999). Ca-carbonates pre-
cipitation and limestone genesis-the microbiogeologist point of view. Sedimentary
Geology, 126, 9-23. https://doi.org/10.1016/S0037-0738(99)00028-7

Castro-Alonso, M. J., Montafiez-Hernandez, L. E., Sanchez-Muifioz, M. A., Macias
Franco, M. R., Narayanasamy, R., & Balagurusamy, N. (2019). Microbially induced
calcium carbonate precipitation (MICP) and its potential in bioconcrete: Microbio-
logical and molecular concepts. Frontiers in Materials, 6. Frontiers Media S.A.
https://doi.org/10.3389/fmats.2019.00126

Dumitru, L. M., Manoli, K., Magliulo, M., Ligonzo, T., Palazzo, G., & Torsi, L.
(2015). A hydrogel capsule as gate dielectric in flexible organic field-effect transis-
tors. APL Materials, 3(1). https://doi.org/10.1063/1.4901124

Dzionek, A., Wojcieszynska, D., & Guzik, U. (2016). Natural carriers in bioreme-
diation: A review. In Electronic Journal of Biotechnology, 23, (pp. 28-36). Elec-
tronic Journal of Biotechnology. https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2016.07.003

Fahimizadeh, M., Abeyratne, A. D., Maeg, L. S., Raman Singh, R. K., & Pasbakhsh,
P. (2020). Biological self-healing of cement paste and mortar by non-ureolytic bac-
teria encapsulated in alginate hydrogel capsules. Materials, 13(17).
https://doi.org/10.3390/MA13173711

Fairbairn, E. M. R., & Azenha, M. (2019). RILEM State-of-the-Art Reports Thermal
Cracking of Massive Concrete Structures State of the Art Report of the RILEM Tech-
nical Committee 254-CMS. http://www.springer.com/series/8780



LITERATURA IR SALTINIAI 91

Feng, C., Cui, B., Huang, Y., Guo, H., Zhang, W., & Zhu, J. (2022). Enhancement
technologies of recycled aggregate — Enhancement mechanism, influencing factors,
improvement effects, technical difficulties, life cycle assessment. Construction and
Building Materials, 317. Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2021.126168

Feng, C., Zong, X., Cui, B., Guo, H., Zhang, W., & Zhu, J. (2022). Application of
Carrier Materials in Self-Healing Cement-Based Materials Based on Microbial-In-
duced Mineralization. Crystals, 12(6). MDPI.
https://doi.org/10.3390/cryst12060797

Frankel, R. B. (2003). Biologically Induced Mineralization by Bacteria. Reviews in
Mineralogy and Geochemistry, 54(1), 95-114. https://doi.org/10.2113/0540095

Gao, M., Guo, J., Cao, H., Wang, H., Xiong, X., Krastev, R., Nie, K., Xu, H., & Liu,
L. (2020). Immobilized bacteria with pH-response hydrogel for self-healing of con-
crete. Journal of Environmental Management, 261. https://doi.org/10.1016/j.jen-
vman.2020.110225

Gu, F., Amsden, B., & Neufeld, R. (2004). Sustained delivery of vascular endothe-
lial growth factor with alginate beads. Journal of Controlled Release, 96(3), 463—
472. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2004.02.021

Gupta, S., Pang, S. D., & Kua, H. W. (2017). Autonomous healing in concrete by
bio-based healing agents — A review. Construction and Building Materials, 146,
419-428. Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2017.04.111

Han, L., Li, J., Xue, Q., Chen, Z., Zhou, Y., & Poon, C. S. (2020). Bacterial-induced
mineralization (BIM) for soil solidification and heavy metal stabilization: A critical
review. Science of the Total Environment, 746. Elsevier B.V.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.140967

Han, S., Choi, E. K., Park, W., Yi, C., & Chung, N. (2019). Effectiveness of ex-
panded clay as a bacteria carrier for self-healing concrete. Applied Biological Chem-
istry, 62(1). https://doi.org/10.1186/s13765-019-0426-4

Han, S., Jang, I., Choi, E. K., Park, W., Yi, C., & Chung, N. (2020a). Bacterial Self-
Healing Performance of Coated Expanded Clay in Concrete. Journal of Environ-
mental Engineering, 146(7). https://doi.org/10.1061/(asce)ee.1943-7870.0001713

Han, S., Jang, I., Choi, E. K., Park, W., Yi, C., & Chung, N. (2020b). Bacterial Self-
Healing Performance of Coated Expanded Clay in Concrete. Journal of Environ-
mental Engineering, 146(7). https://doi.org/10.1061/(asce)ee.1943-7870.0001713

He, Y., Ingudam, S., Reed, S., Gehring, A., Strobaugh, T. P., & Irwin, P. (2016a).
Study on the mechanism of antibacterial action of magnesium oxide nanoparticles
against foodborne pathogens. Journal of Nanobiotechnology, 14(1).
https://doi.org/10.1186/s12951-016-0202-0

He, Y., Ingudam, S., Reed, S., Gehring, A., Strobaugh, T. P., & Irwin, P. (2016b).
Study on the mechanism of antibacterial action of magnesium oxide nanoparticles

against foodborne pathogens. Journal of Nanobiotechnology, 14(1).
https://doi.org/10.1186/s12951-016-0202-0



92

LITERATURA IR SALTINIAI

Heng, M., & Murata, K. (2004). Aging of concrete buildings and determining the
pH value on the surface of concrete by using a handy semi-conductive pH meter
(2004). Analytic Sciences, 20, 1087-1090. https://doi.org/10.2116/analsci.20.1087

Huynh, N. N. T., Phuong, N. M., Toan, N. P. A., & Son, N. K. (2017). Bacillus
Subtilis HU58 Immobilized in Micropores of Diatomite for Using in Self-healing
Concrete. Procedia Engineering, 171, 598-605. https://doi.org/10.1016/j.pro-
eng.2017.01.385

Jedrzejewska, A., Kanavaris, F., Zych, M., Schlicke, D., & Azenha, M. (2020). Ex-
periences on early age cracking of wall-on-slab concrete structures. Structures, 27,
2520-2549. https://doi.org/10.1016/j.istruc.2020.06.013

Jiang, L., Jia, G., Jiang, C., & Li, Z. (2020). Sugar-coated expanded perlite as a
bacterial carrier for crack-healing concrete applications. Construction and Building
Materials, 232. https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2019.117222

Jiang, L., Jia, G., Wang, Y., & Li, Z. (2020). Optimization of Sporulation and Ger-
mination Conditions of Functional Bacteria for Concrete Crack-Healing and Evalu-
ation of their Repair Capacity. ACS Applied Materials and Interfaces, 12(9), 10938—
10948. https://doi.org/10.1021/acsami.9b21465

Jonkers, H. M., Thijssen, A., Muyzer, G., Copuroglu, O., & Schlangen, E. (2010).
Application of bacteria as self-healing agent for the development of sustainable con-
crete. Ecological Engineering, 36(2), 230-235.
https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2008.12.036

Joye, 1. J., & McClements, D. J. (2014). Biopolymer-based nanoparticles and mi-
croparticles: Fabrication, characterization, and application. Current Opinion in Col-
loid and Interface  Science, 19(5), 417-427. Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.cocis.2014.07.002

Justo-Reinoso, 1., Reeksting, B. J., Hamley-Bennett, C., Heath, A., Gebhard, S., &
Paine, K. (2022). Air-entraining admixtures as a protection method for bacterial
spores in self-healing cementitious composites: Healing evaluation of early and
later-age cracks. Construction and Building Materials, 327.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2022.126877

Kanavaris, F., Jedrzejewska, A., Sfikas, I. P., Schlicke, D., Kuperman, S., Smilauer,
V., Honério, T., Fairbairn, E. M. R., Valentim, G., Funchal de Faria, E., & Azenha,
M. (2021). Enhanced massivity index based on evidence from case studies: Towards
a robust pre-design assessment of early-age thermal cracking risk and practical rec-
ommendations. Construction and Building Materials, 271.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2020.121570

Khalig, W., & Ehsan, M. B. (2016). Crack healing in concrete using various bio
influenced self-healing techniques. Construction and Building Materials, 102, 349—
357. https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2015.11.006

Khataminejad, M. R., Mirnejad, R., Sharif, M., Hashemi, M., Sajadi, N., & Piranfar,
V. (2015a). Antimicrobial effect of imipenem-functionalized Fe203 Nanoparticles

on pseudomonas aeruginosa producing metallo -lactamases. Iranian Journal of Bi-
otechnology, 13(4). https://doi.org/10.15171/ijb.1138



LITERATURA IR SALTINIAI 93

Khataminejad, M. R., Mirnejad, R., Sharif, M., Hashemi, M., Sajadi, N., & Piranfar,
V. (2015b). Antimicrobial effect of imipenem-functionalized Fe203 Nanoparticles
on pseudomonas aeruginosa producing metallo B-lactamases. Iranian Journal of Bi-
otechnology, 13(4). https://doi.org/10.15171/ijb.1138

Kliukas, R., Daniunas, A., Gribniak, V., Lukoseviciene, O., Vanagas, E., & Patapa-
vicius, A. (2018). Half a century of reinforced concrete electric poles maintenance:
inspection, field-testing, and performance assessment. Structure and Infrastructure
Engineering, 14(9), 1221-1232. https://doi.org/10.1080/15732479.2017.1402068

Lee, B. B., Ravindra, P., & Chan, E. S. (2013). Size and shape of calcium alginate
beads produced by extrusion dripping. Chemical Engineering and Technology,
36(10). https://doi.org/10.1002/ceat.201300230

Lee, Y. S., & Park, W. (2018). Current challenges and future directions for bacterial
self-healing concrete. Applied Microbiology and Biotechnology, 102(7), 3059-
3070. Springer Verlag. https://doi.org/10.1007/s00253-018-8830-y

Li, T., Zhang, H., Tan, X., Zhang, R., Wu, F., Yu, Z., & Su, B. (2023a). New insights
into Saccharomyces cerevisiae induced calcium carbonate precipitation. Frontiers
in Bioengineering and Biotechnology, 11.
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1261205

Li, T., Zhang, H., Tan, X., Zhang, R., Wu, F., Yu, Z., & Su, B. (2023b). New insights
into Saccharomyces cerevisiae induced calcium carbonate precipitation. Frontiers
in Bioengineering and Biotechnology, 11.
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1261205

Li, Z., & Li, T. (2022). New Insights Into Microbial Induced Calcium Carbonate
Precipitation Using Saccharomyces cerevisiae. Frontiers in Microbiology, 13.
https://doi.org/10.3389/fmich.2022.904095

Liu, B., Wu, M., Du, W, Jiang, L., Li, H., Wang, L., Li, J., Zuo, D., & Ding, Q.
(2023). The Application of Self-Healing Microcapsule Technology in the Field of
Cement-Based Materials: A Review and Prospect. Polymers, 15(12). MDPI.
https://doi.org/10.3390/polym15122718

Liu, C., Xu, X,, Lv, Z., & Xing, L. (2020). Self-healing of concrete cracks by im-
mobilizing microorganisms in recycled aggregate. Journal of Advanced Concrete
Technology, 18(4), 168-178. https://doi.org/10.3151/jact.18.168

Meng, S., Winters, H., & Liu, Y. (2015). Ultrafiltration behaviors of alginate blocks
at various calcium concentrations. Water Research, 83, 248-257.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2015.06.008

Menon, R. R., Luo, J., Chen, X., Zhou, H., Liu, Z., Zhou, G., Zhang, N., & Jin, C.
(2019). Screening of Fungi for Potential Application of Self-Healing Concrete. Sci-
entific Reports, 9(1). https://doi.org/10.1038/s41598-019-39156-8

Mo, L., Deng, M., & Wang, A. (2012). Effects of MgO-based expansive additive on
compensating the shrinkage of cement paste under non-wet curing conditions. Ce-
ment and Concrete Composites, 34(3), 377-383. https://doi.org/10.1016/j.cemcon-
comp.2011.11.018



94

LITERATURA IR SALTINIAI

Morley, C. R., Trofymow, J. A., Coleman, D. C., & Cambardella, C. (1983). Effects
of Freeze-Thaw Stress on Bacterial Populations in Soil Microcosms. Microb Ecol,
9, 329-340. https://doi.org/10.1007/BF02019022

Mors, R. M., & Jonkers, H. M. (2017). Feasibility of lactate derivative based agent
as additive for concrete for regain of crack water tightness by bacterial metabolism.
Industrial Crops and Products, 106, 97-104.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.10.037

Nagler, K., Julius, C., & Moeller, R. (2016). Germination of Spores of Astrobiolog-
ically Relevant Bacillus Species in High-Salinity Environments. Astrobiology,
16(7), 500-512. https://doi.org/10.1089/ast.2015.1419

Nagler, K., Setlow, P., Li, Y. Q., & Moeller, R. (2014). High salinity alters the ger-
mination behavior of Bacillus subtilis spores with nutrient and nonnutrient germi-
nants. Applied and Environmental Microbiology, 80(4), 1314-1321.
https://doi.org/10.1128/AEM.03293-13

Nicholson, W. L., & Galeano, B. (2003). UV resistance of Bacillus anthracis spores
revisited: Validation of Bacillus subtilis spores as UV surrogates for spores of B.
anthracis Sterne. Applied and Environmental Microbiology, 69(2), 1327-1330.
https://doi.org/10.1128/AEM.69.2.1327-1330.2003

Nicholson, W. L., Munakata, N., Horneck, G., Melosh, H. J., & Setlow, P. (2000).
Resistance of Bacillus Endospores to Extreme Terrestrial and Extraterrestrial Envi-
ronments. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 64(3).

Pungrasmi, W., Intarasoontron, J., Jongvivatsakul, P., & Likitlersuang, S. (2019).
Evaluation of Microencapsulation Techniques for MICP Bacterial Spores Applied
in Self-Healing Concrete. Scientific Reports, 9(1). https://doi.org/10.1038/s41598-
019-49002-6

Qin, W., Wang, C. yu, Ma, Y. xuan, Shen, M. juan, Li, J., Jiao, K., Tay, F. R., &
Niu, L. na. (2020). Microbe-Mediated Extracellular and Intracellular Mineraliza-

tion: Environmental, Industrial, and Biotechnological Applications. Advanced Ma-
terials, 32(22). Wiley-VCH Verlag. https://doi.org/10.1002/adma.201907833

Qureshi, T., Kanellopoulos, A., & Al-Tabbaa, A. (2018). Autogenous self-healing
of cement with expansive minerals-1: Impact in early age crack healing. Construc-
tion and Building Materials, 192, 768-784.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2018.10.143

Qureshi, T. S., & Al-Tabbaa, A. (2016). Self-healing of drying shrinkage cracks in
cement-based materials incorporating reactive MgO. Smart Materials and Struc-
tures, 25(8). https://doi.org/10.1088/0964-1726/25/8/084004

Sallehi, H. (2015). Characterization of Cement Paste in Fresh State Using Electri-
cal Resistivity Technique.

Saridhe, S. P., & Selvaraj, T. (2020). Microbial precipitation of calcium carbonate

in cementitious materials - A critical review. Materials Today: Proceedings, 43,
1232-1240. https://doi.org/10.1016/j.matpr.2020.08.762



LITERATURA IR SALTINIAI 95

Schwantes-Cezario, N., Ferreira Nogueira Camargo, G. S., Franco do Couto, A.,
Porto, M. F., Cremasco, L. V., Andrello, A. C., & Toralles, B. M. (2020). Mortars
with the addition of bacterial spores: Evaluation of porosity using different test
methods. Journal of Building Engineering, 30.
https://doi.org/10.1016/j.jobe.2020.101235

Schwantes-Cezario, N., Porto, M. F., Sandoval, G. F. B., Nogueira, G. F. N., Couto,
A. F., & Toralles, B. M. (2019). Effects of Bacillus subtilis biocementation on the
mechanical properties of mortars. Revista IBRACON de Estruturas e Materiais,
12(1), 31-38. https://doi.org/10.1590/s1983-41952019000100005

Seifan, M., Samani, A. K., & Berenjian, A. (2016). Bioconcrete: next generation of
self-healing concrete. Applied Microbiology and Biotechnology, 100(6), 2591-
2602. Springer Verlag. https://doi.org/10.1007/s00253-016-7316-z

Seifan, M., Samani, A. K., Hewitt, S., & Berenjian, A. (2017). The effect of cell
immobilization by calcium alginate on bacterially induced calcium carbonate pre-
cipitation. Fermentation, 3(4). https://doi.org/10.3390/fermentation3040057

Sharma, T. K., Alazhari, M., Heath, A., Paine, K., & Cooper, R. M. (2017). Al-
kaliphilic Bacillus species show potential application in concrete crack repair by
virtue of rapid spore production and germination then extracellular calcite for-
mation.  Journal  of  Applied Microbiology, 122(5), 1233-1244.
https://doi.org/10.1111/jam.13421

Shen, L., Yu, W,, Li, L., Zhang, T., Abshir, I. Y., Luo, P., & Liu, Z. (2021). Micro-
organism, carriers, and immobilization methods of the microbial self-healing ce-
ment-based  composites: A review.  Materials,  14(17). MDPI.
https://doi.org/10.3390/mal4175116

Shen, T., Urrutia Benet, G., Brul, S., & Knorr, D. (2005). Influence of high-pressure-
low-temperature treatment on the inactivation of Bacillus subtilis cells. Innovative
Food Science and Emerging Technologies, 6(3), 271-278.
https://doi.org/10.1016/j.ifset.2005.03.004

Snyder, K. A., Feng, X., Keen, B. D., & Mason, T. O. (2003). Estimating the elec-
trical conductivity of cement paste pore solutions from OH-, K+ and Na+ concen-
trations. Cement and Concrete Research, 33(6), 793-798.
https://doi.org/10.1016/S0008-8846(02)01068-2

Soysal, A., Milla, J., King, G. M., Hassan, M., & Rupnow, T. (2020). Evaluating
the Self-Healing Efficiency of Hydrogel-Encapsulated Bacteria in Concrete. Trans-
portation Research Record, 2674(6), 113-123.
https://doi.org/10.1177/0361198120917973

Spencer, C. A., & Sass, H. (2019). Use of carrier materials to immobilise and supply
cementation medium for microbially mediated self-healing of biocement. IOP Con-
ference Series: Materials Science and Engineering, 660(1).
https://doi.org/10.1088/1757-899X/660/1/012067

Takey, M., Shaikh, T., Mane, N., & Majumder, D. R. (n.d.). Bioremediation of xe-
nobiotics: use of dead fungal biomass and biosorbent. IJRET: International Journal
of Research in Engineering and Technology. http://www.ijret.org



96

LITERATURA IR SALTINIAI

Tziviloglou, E., Wiktor, V., Jonkers, H. M., & Schlangen, E. (2016a). Bacteria-
based self-healing concrete to increase liquid tightness of cracks. Construction and
Building Materials, 122, 118-125.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2016.06.080

Tziviloglou, E., Wiktor, V., Jonkers, H. M., & Schlangen, E. (2016b). Bacteria-
based self-healing concrete to increase liquid tightness of cracks. Construction and
Building Materials, 122, 118-125.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2016.06.080

Van Tittelboom, K., De Belie, N., De Muynck, W., & Verstraete, W. (2010). Use of
bacteria to repair cracks in concrete. Cement and Concrete Research, 40(1), 157—
166. https://doi.org/10.1016/j.cemconres.2009.08.025

Vega-Carranza, A. S., Cervantes-Chavez, J. A., Luna-Barcenas, G., Luna-Gonzalez,
A., Diarte-Plata, G., Nava-Mendoza, R., Rodriguez-Morales, J. A., Escamilla-Mon-
tes, R., & Pool, H. (2021). Alginate microcapsules as delivery and protective sys-
tems of Bacillus licheniformis in a simulated shrimp’s digestive tract. Aquaculture,
540. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2021.736675

Vijay, K., Murmu, M., & Deo, S. V. (2017). Bacteria based self healing concrete —
A review. Construction and Building Materials, 152, 1008-1014. Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2017.07.040

Wang, B., Xu, X., Yao, X., Tang, H., & Ji, F. (2019). Degradation of phenanthrene
and fluoranthene in a slurry bioreactor using free and Ca-alginate-immobilized
Sphingomonas pseudosanguinis and Pseudomonas stutzeri bacteria. Journal of En-
vironmental Management, 249. https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2019.109388

Wang, D., Shi, C., Farzadnia, N., Shi, Z., Jia, H., & Ou, Z. (2018). A review on use
of limestone powder in cement-based materials: Mechanism, hydration and micro-
structures. Construction and Building Materials, 181, 659-672. Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2018.06.075

Wang, J., Ersan, Y. C., Boon, N., & De Belie, N. (2016). Application of microor-
ganisms in concrete: a promising sustainable strategy to improve concrete durabil-
ity. Applied Microbiology and Biotechnology, 100(7), 2993-3007. Springer Verlag.
https://doi.org/10.1007/s00253-016-7370-6

Wang, J., Mignon, A., Snoeck, D., Wiktor, V., Van Vliergerghe, S., Boon, N., & De
Belie, N. (2015). Application of modified-alginate encapsulated carbonate produc-

ing bacteria in concrete: A promising strategy for crack self-healing. Frontiers in
Microbiology, 6(OCT). https://doi.org/10.3389/fmich.2015.01088

Wang, J. Y., De Belie, N., & Verstraete, W. (2012). Diatomaceous earth as a pro-
tective vehicle for bacteria applied for self-healing concrete. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, 39(4), 567-577. https://doi.org/10.1007/s10295-
011-1037-1

Wang, J. Y., Soens, H., Verstraete, W., & De Belie, N. (2014). Self-healing concrete
by use of microencapsulated bacterial spores. Cement and Concrete Research, 56,
139-152. https://doi.org/10.1016/j.cemconres.2013.11.009



LITERATURA IR SALTINIAI 97

Wang, X., Xu, J., Wang, Z., & Yao, W. (2022). Use of recycled concrete aggregates
as carriers for self-healing of concrete cracks by bacteria with high urease activity.
Construction and Building Materials, 337.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2022.127581

Wang, Y., Lin, Z,, Tang, C., & Hao, W. (2021). Influencing factors on the healing
performance of microcapsule self-healing concrete. Materials, 14(15).
https://doi.org/10.3390/mal14154139

Weiser, D., Soti, P. L., Banoczi, G., Bodai, V., Kiss, B., Gellért, A., Nagy, Z. K.,
Koczka, B., Szilagyi, A., Marosi, G., & Poppe, L. (2016). Bioimprinted lipases in
PV A nanofibers as efficient immobilized biocatalysts. Tetrahedron, 72(46), 7335—
7342. https://doi.org/10.1016/j.tet.2016.06.027

Wiktor, V., & Jonkers, H. M. (2011). Quantification of crack-healing in novel bac-
teria-based self-healing concrete. Cement and Concrete Composites, 33(7), 763—
770. https://doi.org/10.1016/j.cemconcomp.2011.03.012

Wu, Q., Zou, Y., Gu, J., Xu, J., Ji, R., & Wang, G. (2020). The influence and action
mechanization of mineral mixed material on high fluidity potassium magnesium
phosphate cement (Mkpc). Journal of Composites Science, 4(1).
https://doi.org/10.3390/jcs4010029

Xie, Y., He, Y., Irwin, P. L., Jin, T., & Shi, X. (2011). Antibacterial activity and
mechanism of action of zinc oxide nanoparticles against Campylobacter jejuni. Ap-
plied and Environmental Microbiology, 77(7), 2325-2331.
https://doi.org/10.1128/AEM.02149-10

Xing, Z., Bai, L., Ma, Y., Wang, D., & Li, M. (2018). Mechanism of magnesium
oxide hydration based on the multi-rate model. Materials, 11(10).
https://doi.org/10.3390/mal1101835

Xu, S., Tabakovi¢, A., Liu, X., & Schlangen, E. (2018). Calcium alginate capsules
encapsulating rejuvenator as healing system for asphalt mastic. Construction and
Building Materials, 169, 379-387.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2018.01.046

Xu, X., Wang, B., Tang, H., Jin, Z., Mao, Y., & Huang, T. (2020). Removal of
phosphate from wastewater by modified bentonite entrapped in Ca-alginate beads.
Journal of Environmental Management, 260. https://doi.org/10.1016/j.jen-
vman.2020.110130

Youm, K. S., Moon, J., Cho, J. Y., & Kim, J. J. (2016). Experimental study on
strength and durability of lightweight aggregate concrete containing silica fume.
Construction and Building Materials, 114, 517-527.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2016.03.165

Zhang, J., Liu, Y., Feng, T., Zhou, M., Zhao, L., Zhou, A., & Li, Z. (2017). Immo-
bilizing bacteria in expanded perlite for the crack self-healing in concrete. Construc-
tion and Building Materials, 148, 610-617.
https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2017.05.021



98

LITERATURA IR SALTINIAI

Zhang, X., & Qian, C. (2020). Engineering Application of Microbial Self-healing
Concrete in Lock Channel Wall. Case Studies in Construction Materials, e00398.
https://doi.org/10.1016/j.cscm.2020.e00398

Zhao, J., Dyer, T., Csetenyi, L., Jones, R., & Gadd, G. M. (2022). Fungal coloniza-
tion and biomineralization for bioprotection of concrete. Journal of Cleaner Pro-
duction, 330. https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2021.129793

Zheng, T., Qian, C., & Su, Y. (2021). Influences of different calcium sources on the
early age cracks of self-healing cementitious mortar. Biochemical Engineering
Journal, 166. https://doi.org/10.1016/j.bej.2020.107849



Autorés moksliniy publikacijy
disertacijos tema sgrasas

Straipsniai recenzuojamuose mokslo zurnaluose

Ivaské, A.; Jakubovskis, R.; Boris, R.; & Urbonaviéius, J. (2024). Effects of low temper-
ature, freeze thaw cycles, and healing conditions on viability on non-ureolytic bacteria in
biological self-healing concrete. Materials, 17, 5797. https://doi.org/10.3390/mal7235797

Ivaske, A.; Gribniak, V.; Jakubovskis, R.; & Urbonavicius, J. (2023). Bacterial viability
in self-healing concrete: A case study of non-ureolytic Bacillus species. Microorganisms,
11(10), 1-16. https://doi.org/10.3390/microorganisms11102402

Jakubovskis, R., Ivaske, A., Malaiskieng, J., & Urbonavicius, J. (2022). Impact of portland
cement type on bacterial viability in biological concrete. Cement and concrete composites,
127, 1-8. https://doi.org/10.1016/j.cemconcomp.2022.104413

Jakubovskis, R., Jankuté, A., Guobuzaite, S., Boris, R., & Urbonavigius, J. (2021). Pro-
longing bacterial viability in biological concrete: coated expanded clay particles. Materi-
als, Special issue: Self- healing concrete and cement-based materials, 14(11), 1-11.
https://doi.org/10.3390/mal4112719

Jakubovskis, R, Jankuté, A., Urbonaviéius, J., & Gribniak, V. (2020). Analysis of me-
chanical performance and durability of self-healing biological concrete. Construction and
building materials, 260, 1-15. https://doi.org/10.1016/j.conbuildmat.2020.119822

99



100 AUTORES MOKSLINIY PUBLIKACIJU DISERTACIJIOS TEMA SARASAS

Straipsniai kituose leidiniuose

Jakubovskis, R., Ivaské, A., Guobuzaité, S., & Malaiskieng, J. (2024). Impact of freeze-
thaw cycles on bacterial viability in concrete. Proceedings of International Structural En-
gineering and Construction, 11(2), 1-6. https://doi.org/10.14455/ISEC.2024.11(2).CGC-
03



Summary in English

Introduction

Problem formulation

One of the most critical problems in concrete exploitation is its durability in non-ideal
environments. Concrete suffers from various physical, chemical, and biological factors
that lead to the degradation of the concrete and deterioration of its mechanical and struc-
tural properties. When cracks open up, aggressive substances enter through them and
break down the concrete’s structure, causing reinforcement corrosion. The formation of
cracks cannot be prevented, but it is possible to fill them in. Synthetic materials such as
epoxides can be used for this purpose, but they are expensive and only effective in the
short term. On the other hand, using bacteria is an environmentally friendly method with
a fast crack-filling capability and potential for long-term application.

One of the biggest challenges in developing bio-concrete is ensuring the long-term
viability of bacteria. For self-healing, the bacterial spores must survive the mechanical
stress of concrete mixing and tolerate extreme pH conditions. They can be immobilised
into expanded clay, perlite, and hydrogel carriers to protect the bacterial spores. However,
such protection alone is not sufficient as the viability of the bacteria is drastically reduced
during the early curing period of concrete. Therefore, the design of self-healing concrete
mixes requires the proper selection of the type of bacteria, the cement type, and the type
of carrier to maintain the long-term viability of bacteria in the concrete matrix.
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One of the biggest challenges in developing bio-concrete is ensuring the long-term
viability of bacteria. For a crack closure to occur, the bacterial spores must survive the
mechanical stresses of concrete mixing and tolerate the extreme pH conditions during
concrete curing. However, these are not the only reasons for a significant reduction in the
bacterial content of concrete. The composition of the cement, the curing temperature of
the concrete and the environmental conditions may also determine the viability of bacterial
spores. Investigating these causes could help to ensure the viability of bacteria in the con-
crete matrix and the effective filling of cracks in concrete.

A key requirement for the crack-filling capacity of bio-concrete is to ensure bacterial
viability. To minimise the environmental impact on the bacterial spores, they can be im-
mobilised in various carriers such as expanded clay, expanded perlite, and hydrogel. How-
ever, such protection alone is not sufficient, and the design of bio-concrete mixes requires
the selection of the type of bacteria, the type of cement and the carrier to maintain the
viability of the bacteria in the concrete matrix.

Recently, research on bio-concrete has been carried out around the world. However,
to adapt self-healing concrete for use in the Lithuanian climate, the ability of spores to
survive in the concrete matrix at low temperatures and under freeze-thaw cycles needs to
be investigated. In Lithuania, there are, on average, 120 days per year when the tempera-
ture crosses 0 °C.

Relevance of the dissertation

When a crack opens in the bio-concrete samples to be exposed, the carrier with the immo-
bilised bacteria is damaged. At this point, water and oxygen penetrate the structure, stim-
ulating the bacterial spores to turn into vegetative cells and metabolic processes. The bac-
teria use the oxygen and the nutrients embedded in the carrier to release carbon dioxide
and large quantities of calcium carbonate into the environment, which precipitates out and
fills the cracks that open up. This blocks further water and oxygen penetration into the
structure, thus protecting the reinforcement against corrosion.

Research object

The present study focuses on biological concrete mixtures containing different alkaliphilic
spore-forming bacteria of the genus Bacillus embedded in different carriers. Biological
concrete is defined as concrete containing bacterial spores whose metabolism produces
calcium carbonate, which closes cracks.

Aim of the dissertation

The dissertation aims to select a bio-concrete formulation that ensures bacterial viability
and to investigate the closure of cracks in it under laboratory conditions.

Objectives of the dissertation

To achieve the objective of the work, the following tasks need to be addressed:
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1. Toselect the composition of the bio-concrete with regard to the type of bacteria,
their viability and the type of cement, considering the concentration of metal
oxides in the cement.

2. To determine the ability of additional coated expanded clay particles and cal-
cium alginate microcapsules to protect the bacteria in bio-concrete.

3. To investigate the influence of environmental factors (freeze—thaw cycles, hu-
midity) and the hydration temperature of Portland cement on bacterial viability.

4. To investigate the ability of bacteria to fill cracks in concrete under laboratory
conditions.

Research methodology

The viability of the bacteria in the concrete matrix was determined by serial dilution
method by spreading the bacteria on an agarose alkaline medium. Minimum inhibitory
concentrations of metal oxides were determined by spreading the bacteria on an agarose
alkaline medium with metal nanoparticles. The self-healing performance of the concrete
specimens was measured by immersing them in water or under artificial rain conditions
and measuring the crack width.

The following material engineering methods were applied: pH and electrical con-
ductivity determination, calorimetric analysis, chemical composition determination, and
microstructure analysis (scanning electron microscopy).

The scientific novelty of the dissertation

The following new results have been obtained during the preparation of the dissertation
and are of relevance for materials engineering science:

1. It has been found that the concentrations of ZnO found in the main types of
cement used in concrete structures Kill bacteria and are not suitable for use in
biological concrete.

2. Styrene-acrylate and MgO coatings on expanded clay particles with impreg-
nated bacterial spores increase bacterial viability in bio-concrete by up to a fac-
tor of 10, as the coatings form a film that acts as a mechanical barrier blocking
the pores.

The practical value of the research findings

Bacterial processes in the biological concrete fill the cracks in the bio-concrete. Alkali-
tolerant and spore-forming bacteria embedded in carriers can precipitate calcium car-
bonate, which is deposited and fills the cracks in the concrete. This can significantly ex-
tend the lifetime of the concrete structure and reduce maintenance costs.

Defended statements

1. Zinc oxide in cement, at concentrations of at least 12.5 or 25 pg/ml, depending
on the type of Bacillus genus bacteria, leads to the death of the bacteria in the
biological concrete.
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2. Expanded clay particles coated with a styrene acrylate or MgO-based coating
increase the viability of bacterial spores and promote the spontaneous healing
of cracks in the biological concrete.

3. Bacterial spores immobilised in expanded clay and hydrogel can survive in con-
crete under harsh environmental conditions, such as alkaline pH and freezing—
thawing cycles.

Approval of the research findings

Five research articles were published on the dissertation topic: four were included in the
Web of Science database, and one was in other peer-reviewed scientific journals.

The results of the research were presented at eight scientific conferences in Lithuania
and online:

- International Conference “5th Congress of Baltic Microbiologists™, 2023, Vilnius,
Lithuania.

- International conference “FEMS Conference on Microbiology 20227, 2022, online.

- National Conference on Microbiology 2022, 2022, BirStonas, Lithuania.

- International Conference “European Young Engineers Conference”, 2022, online.

- International Conference “World Microbe Forum”, 2021, online.

- 64th International Conference for Physics and Natural Science “Open Readings
20217, 2021, online.

- International Conference “1st International Electronic Conference on Microbiol-
ogy”, 2020, online.

- International Conference “FEMS Online Conference on Microbiology”, 2020,
online.

The structure of the dissertation

The dissertation consists of an introduction, three chapters, general conclusions, a list of
references, and the author’s scientific publications on the dissertation’s topic.

The dissertation consists of 116 pages; the text of the dissertation contains 27 num-
bered formulae, 31 figures, 15 tables, and 100 references.

1. Overview of biological mineralisation and the use of
bacterial in biological concrete

Concrete is the most popular building material in the world, known for its high compres-
sive strength, excellent formability, and low cost. However, its main shortcoming is low
tensile strength, which makes it susceptible to cracking. Once a crack opens, water, oxy-
gen, and salts can easily penetrate, leading to rapid corrosion of the reinforcement and
deterioration of the concrete, consequently shortening the structure’s service life. Self-
healing technology has emerged in recent decades as a sustainable solution to overcome
the problem of cracking and deterioration of concrete. At present, several self-healing ap-
proaches are under development. These include micro- or macro-encapsulation of healing
agents, biological healing, mineral admixtures, vascular systems, or shape memory alloys.
One of the most environmentally friendly and efficient techniques for concrete healing is
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biological healing, which is based on the use of calcium carbonate-precipitating bacteria.
Biological concrete emerges as a very promising, effective, and sustainable solution for
crack healing due to several important reasons: (i) the calcium carbonate precipitated by
bacteria firmly adheres to the crack surface, resulting in strength recovery; (ii) the newly
formed CaCQzs is fully compatible with the concrete matrix; and (iii) crack healing is fea-
sible for cracks up to 0.8-1 mm in width.

Alkali-tolerant and spore-forming bacterial species are commonly used to produce
self-healing concrete. The healing process is only possible if the bacterial spores are
dormant. They reactivate when the environmental stimuli are triggered (i.e., the nutrients
start to flow through the opened crack). Bacterial spores resist many agents, including
high temperatures, extreme freezing, ultraviolet radiation, desiccation, and chemical dis-
infectants. Some biological pathways have been proposed to achieve the precipitation of
calcium carbonate. These include ureolysis, denitrification, and metabolic conversion of
organic acids. Pseudomonas aeruginosa and Diaphobacter nitroreducens are typical
strains of denitrifying bacteria used for this purpose. The enzyme urease is produced by
the ureolytic bacteria used to precipitate the calcium carbonate. This enzyme catalyses the
breakdown of urea into carbonate ions and the by-product ammonia. Bacillus strains such
as B. pasteurii, B. cereus, B. subtilis, B. sphaericus, and B. megaterium are typically used.
The disadvantage of bacteria using this pathway is that although large amounts of calcium
carbonate are precipitated, ammonia is released into the environment. An alternative
source of nutrients has been identified to overcome the problems of urea hydrolysis. Non-
ureolytic bacteria can convert calcium-containing organic acids to calcium carbonate
without releasing ammonium ions. The genus Bacillus also contains typical alkaliphilic
bacteria capable of precipitating calcium carbonate. B. pseudofirmus, B. cohnii,
B. halodurans, B. subtilis, and B. alkalinitrilicus are the most commonly used species for
the study of self-healing concrete. In an alkaline environment, organic compounds are
decomposed into CO, and H,0O, then CO; is converted to COs> ions, and in the presence
of Ca®* ions, CaCOjs crystals can be formed due to non-ureolytic bacterial metabolism:

CaCgH,,0, + 60, > CaCOs + 5C0, + 5H,0 (S1.1)

Ideally, bacterial viability and healing ability should be maintained for a structure’s
lifetime, typically 50-100 years. Unfortunately, the viability of bacteria tends to decrease
drastically within the first few days after the application of biological concrete, which
complicates the healing process. According to several publications, only 1-3% of intact
bacterial cells survive the first week of concrete curing. The harsh concrete environment
during the curing process is one of the most common explanations for bacterial mortality.
With the limited amount of moisture and oxygen available, the pH of concrete can reach
as high as pH 13 at an early age. Furthermore, as calcium silicate hydrate crystals form,
the pore size of the concrete gradually decreases, leading to a high probability of mechan-
ical damage being caused by bacterial spores. Both of these factors are considered signif-
icant contributors to the low survival rate of bacteria mixed directly into the concrete.
Therefore, spore encapsulation protects the bacteria from the harsh concrete environment
and mechanical stresses of forming C-S-H crystals. A variety of encapsulation techniques
have been proposed. They are based on bacterial carriers such as silica gel, polyurethane,
graphite nanoparticles, expanded perlite (EP), hydrogel, or expanded clay (EC). Expanded
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clay and expanded perlite have been extensively investigated for their potential use as
bacterial carriers. These materials are inexpensive and lightweight. Most importantly, they
can form a strong bond with the concrete matrix. In addition, both EC and EP are highly
porous. In self-healing concrete, high porosity is highly beneficial as it allows immobili-
sation of bacterial spores. It has been shown that bacterial spores can easily penetrate the
internal pores of an EC and adhere to them, demonstrating an excellent survival ability.
Furthermore, EC-embedded bacteria have been shown to survive negative temperatures
as low as -20 °C for 60 days. Despite the advantages mentioned above of the porosity of
EC and EP, this sponge-like structure may also facilitate the diffusion of metal oxide na-
noparticles and thus gradually increase the toxicity to bacteria. Another promising carrier
used to protect bacteria in the concrete matrix is a hydrogel. Due to their desirable gelling
properties, chemical stability, biodegradability, non-toxicity, and economic advantages,
natural polysaccharides such as alginate have recently been explored to prepare self-heal-
ing hydrogels. The use of such natural polymers provides a sustainable route for the de-
velopment of self-healing materials.

2. Methods for the investigation of biological concrete

The strains used in the study were non-ureolytic bacterial strains. These strains were cho-
sen because using ureolytic bacteria leads to the formation of ammonium ions during the
precipitation of calcium carbonate, which is harmful to humans and causes corrosion of
the reinforcement. The bacterial strains used in the study were Bacillus pseudofirmus
(DSM 8715), Bacillus cohnii (DSM 6307), and Bacillus halodurans (DSM 497), which
are spore-forming and alkali resistant. The bacterial strains were obtained from the Ger-
man Microorganism and Cell Culture Collection (DSMZ, Braunschweig, Germany). Ac-
cording to the manufacturer’s recommendations, the microorganisms were grown in liquid
and solid culture media.

Five ordinary types of Portland cement from different European manufacturers were
used during the studies: CEM-I 42.5 R, Akmenés Cementas, Lithuania; CEM-II/A-LL
42.5 N, Akmenés Cementas, Lithuania; CEM-I 42.5 R, Rocket, Heidelberg Cement
Group, Sweden; CEM-I1 42.5 N, Enci, Heidelberg Cement Group, The Netherlands; white
CEM-I 52.5 R-SR5, Aalborg White, Denmark. All cement types conformed to the EN
197-1 standard.

The chemical composition of cement was determined using a wavelength dispersive
X-ray fluorescence (WD-XRF) spectrometer (Rigaku ZSX Primus IV). The scan was set
to identify all detectable elements at concentrations higher than 0.01% by mass. Measure-
ments were recorded using a dual-purpose conductivity/pH meter (Mettler-Toledo MPC
227) to evaluate the electrical conductivity and pH of cement. The pH and electrical con-
ductivity were recorded for 360 min. The heat of hydration of the Portland cement pastes
was measured.

Sigma Aldrich provided metal oxide nanoparticles for the toxicity studies. Bacteria
were spread onto Petri dishes with agarose nutrient media containing metal oxide nano-
particles.

For the healing agent preparation, bacteria strains were incubated in a liquid sporu-
lation alkaline nutrient medium at 30 °C for four days. The sporulation of bacteria was
quantified by staining bacteria using the Scheaffer—Fulton method and light microscopy.
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The suspension was heated for 30 min at 80 °C to eliminate vegetative cells. The resulting
spore suspension in a Tris-HCI (pH 9) buffer was prepared. Aliquots of suitable dilutions
were spread on an alkaline nutrient agar and grown at 30 °C overnight. The grown colonies
were counted after 24 hours.

Expanded clay and hydrogel capsules were used as carriers of bacterial spores in the
bio-concrete. Expanded clay (4-8 mm, Liapor) was impregnated by a vacuum pressure of
0.1 MPa. The impregnation solution consists of 80 g/l calcium lactate pentahydrate, 1 g/l
yeast extract, and 1-108 CFU/ml bacterial spores. Expanded clay particles were dried at
room temperature until constant mass, and the number of bacterial spores they contained
was determined. Cylindrical concrete specimens were cast from cement, local river sand
(0/4 mm), and bacteria-immobilised expanded clay particles were obtained. The prepared
concrete specimens were further used in bacterial viability studies. The influence of the
type of cement, the type of bacteria, and the temperature on bacterial viability were inves-
tigated, and depending on the experiment type, the curing time of the concrete specimens
varied. For each bacterial viability test, 6.53 g of concrete sample was milled into a powder
that contained approximately 1 g of bacteria-embedded expanded clay. Concrete powder
was suspended in the sterile 10 mM Tris-HCI buffer (pH 9), homogenised, and diluted.
Aliquots of suitable dilutions were plated onto alkaline nutrient agar and grown at 30 °C
overnight. The obtained colonies were counted after 24 hours, and the number of CFUs
was calculated by multiplying the number of grown colonies on the agar plate by the 1/di-
lution factor.

Expanded clay particles were additionally coated with shells. Eight different coatings
were tested: potassium magnesium phosphate cement (MKPC), one layer of styrene-acry-
late emulsion (A1), two layers of styrene-acrylate emulsion (A2), one layer of waterborne,
latex, acrylic-composite paint (P1), two layers of waterborne, latex, acrylic-composite
paint (P2), magnesium oxide and magnesium hydroxide (MgO), styrene-acrylate-magne-
sium oxide solution (10:1) (AM1) and styrene-acrylate-magnesium oxide solution (30:1)
(AM2). Expanded clay particles were immersed into the protective solution and left to dry
at room temperature. Uncoated bacteria-embedded expanded clay particles were used as
a negative control, and uncoated expanded clay particles without bacteria were used as a
double-negative control. Cylindrical concrete specimens were cast from white CEM-I type
Portland cement, local river sand (0/4 mm), and obtained coated expanded clay particles.
The prepared concrete specimens were further used in bacterial viability studies. Bacterial
viability was tested using the method described above.

The effect of environmental conditions on bacterial viability was investigated by
placing B. pseudofirmus bacteria in expanded clay particles with a styrene-acrylate emul-
sion coating. The white Portland cement type (CEM-1 52.5 R-SR5, Denmark) was used
for this research. The influence of freeze—thaw cycles, low-temperature fluctuations, and
concrete curing conditions on the viability of bacteria in the concrete matrix was investi-
gated. Concrete samples were immersed in water and subjected to repeated freeze—thaw
(FT) cycles to investigate the influence of freeze—thaw cycles on bacterial viability. One
freeze—thaw cycle consisted of 2—4 days in a freezer at -20 °C, followed by 1 day of thaw-
ing at room temperature (20 °C). Twenty FT cycles were performed. The procedure was
identical to freeze—thaw tests for the negative temperature fluctuations, but the specimens
were kept in the air. Also, the variation of concrete curing conditions was investigated.
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Concrete specimens were immersed in the water or kept in air (RH ~ 50%) at room tem-
perature. Bacterial viability was tested using the method described above.

Prepared bacterial spores were encapsulated in hydrogel microcapsules. The spore
suspension was added to the sterile encapsulation solution of 2% sodium alginate and nu-
trients (5 g/l peptone and 3 g/l meat extract). The final concentration of bacterial spores in
the encapsulation mixture was about 107 bacterial spores/ml. Capsules containing nutri-
ents and no bacterial spores were used as controls. Cylindrical specimens were prepared
from cement paste and mortar using white CEM-I type 52.5 R-SR5 (Denmark) Portland
cement, sand (0/4 mm), tap water, and obtained hydrogel capsules. The viability of encap-
sulated bacterial spores was determined 7, 14, 21, and 28 days after cement paste or mortar
specimens were prepared. It was determined by dissolving five capsules in 5 mL of sterile
citrate buffer and subsequent dilution. For CFU estimation, aliquots of appropriate dilu-
tions were plated on alkaline nutrient agar plates. After 24 h incubation at 30 °C overnight,
the colonies were counted. The number of bacterial spores per capsule was calculated from
these counts. This methodology was used to investigate the dependence of the viability of
B. pseudofirmus on the curing temperature of cement paste.

The self-healing efficacy was measured by immersing the samples in water. Concrete
specimens with white CEM-I type 52.5 R-SR5 (Denmark) Portland cement and expanded
clay particles impregnated with bacteria spores and covered with additional coatings or
hydrogel-encapsulated bacterial spores were used for this research. At 7, 14, 28, and 56
days, the crack width was measured, and the self-healing coefficient was calculated ac-
cording to the following formula (S2.1), where Hc is the healing ratio, w;is the initial crack
width, and w; is the crack width after healing:

Wi - Wt
Ho==—", (S2.1)
l

Reinforced concrete specimens were also placed in specially designed rain-simulat-
ing basins for long-term incubation. Expanded clay particles impregnated with B.
pseudofirmus bacteria and coated with styrene-acrylate coating were used. Water was au-
tomatically sprayed on the specimens for 30 minutes twice a day. After each drying cycle,
the water slowly drained and evaporated from the underside of the specimens. The rest of
the time, the specimens were kept in the air with relative humidity (RH) varying between
40% and 50%. Crack widths were measured after 28 and 98 days of healing, and the self-
healing coefficient was calculated according to formula (S2.2).

3. Studies on bacterial viability in biological concrete

This chapter presents the following results and their evaluation: pH, electrical conductivity
and exothermic temperatures of the most common cement types used in concrete struc-
tures. The investigation focused on the dependence of the viability of bacterial spores im-
pregnated in expanded clay particles in fine-grained concrete on the type of cement and
the effect of metal oxides in the cement on the viability of bacteria, and the ability of the
different coatings of the expanded clay particles to protect the bacterial spores in the con-
crete. The influence of concrete hardening temperature and environmental conditions
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(freeze-thaw and frost cycles, concrete curing conditions and humidity) on bacterial via-
bility in concrete and on the efficiency of self-healing of cracks were investigated. The
viability of bacteria encapsulated in the hydrogel in cement paste and in fine-grained con-
crete was also investigated, and the self-healing efficiency was assessed.

The temperature variation recorded in the cement pastes during the first 70 hours of
hydration. The peak temperatures varied from 76.7 °C to 88.1 °C, the highest temperature
recorded for cement CEM-1 42.5 R (Sweden). The lowest temperatures were recorded for
cement types CEM-1I/A-LL 42.5 N (Lithuania) and white CEM-1 52.5 R-SR5 (Denmark).
It should be noted that these temperatures were obtained in cement paste samples of
100%x100x100 mm in size. The internal temperatures of concrete structures are usually
much lower due to heat transfer to fine and coarse aggregates. The effect of concrete cur-
ing temperature on bacterial viability was investigated. Certain types of cement can release
different amounts of heat during hydration. The viability of B. pseudofirmus bacteria was
investigated at temperatures of 20, 40, and 80 °C. Bacterial viability was not affected by
temperatures up to 40 °C. However, the number of viable cells decreased more than ten-
fold at 80 °C (Fig. S3.4). This indicates the damage to the bacterial spores during the
curing period.

The cement pH was also measured. The pH of all cement types was in the range of
pH 12.4 to pH 12.8. An alternative way of assessing the pH of cement paste is to measure
its electrical conductivity. All other cement types showed comparable electrical conduc-
tivity values. These values correlated well with the pH measurements. These results show
only minor differences in pH between the cement types tested. It appears that the effect of
pH was non-significant concerning bacterial viability. No clear pattern indicated bacterial
viability was higher in cement types with lower early-age pH. This suggests that other
factors, such as the cement’s chemical composition, may determine the bacteria’s survival
in concrete.

The viability of bacteria embedded in expanded clay particles was tested using dif-
ferent types of cement The highest initial bacterial viability (3—7 days) was observed in
the samples prepared using CEM-II/A-LL 42.5 N (Lithuania) (Fig. S3.1). A limestone
additive (15% by weight) present in this type of cement may have partially filled the po-
rous surface of the expanded clay. This may have protected the bacteria from the hydrox-
ide ions. After one week, the bacterial viability declined gradually, reaching almost unde-
tectable levels by day 60. A similar long-term (7—60 days) viability trend was also
observed for the other cement types tested, except white CEM-1 52.5 R-SR5 (Denmark)
(Fig. S3.3C). The results show that the long-term viability of the bacterial strain B.
pseudofirmus in the white CEM-I 52.5 R-SR5 (Denmark) is almost 100 times higher than
in the other types of tested cement.

A detailed look at the chemical composition of the cement used in this study showed
that some of the detected metal oxides are known for their anti-microbiological activity.
These metal oxides are MgO and Al,Os. TiO,, Fe;0O3, ZnO and CuO. Therefore, they were
selected for further detailed investigation and divided into two groups according to their
abundance in the tested cement. The main distinguishing feature was the evaluated mass
percentage in cement, 0.29-4.94% and 0.01-0.44% for common and rare groups, respec-
tively. All the tested cement types contained a comparable amount of the typical metal
oxides. In contrast, there is more variation between the cements regarding the rare oxides.
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Interestingly, white CEM-1 52.5 R-SR5 (Denmark) cement had a significantly lower
amount of common and rear metal oxides. The mass per cent of selected metal oxides in
cement was recalculated as mass per cent in concrete.
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Fig. S3.1. Dependence of the viability of B. pseudofirmus on cement type: A — CEM-142.5 N,
The Netherlands, B — CEM-I 42.5 R, Sweden, C — CEM-I 52.5 R-SR5, Denmark,
D — CEM-I 42.5 R, Lithuania, E— CEM-II/A-LL 42.5 N, Lithuania

The minimal inhibitory concentration (MIC) values were examined separately for
each metal oxide and bacterial strain to characterise the inhibitory effect of the metal ox-
ides on the bacteria. It was found that no inhibitory effect of Fe,O3, MgO, Al;Os, and TiO;
was observed at concentrations up to 2000-6000 pg/ml. The remaining metal oxides were
found to be toxic. However, the remaining metal oxides were found to be toxic. Depending
on the bacterial strain, MIC values varied between 12.5 pg/ml and 25 pug/ml and between
1500 pg/ml and 2000 pg/ml for ZnO and CuO, respectively. ZnO was the most toxic metal
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oxide for all tested bacterial strains. The mass percentage of ZnO in the white cement
concrete was not detectable, which favoured the survival of the bacteria concrete.

To increase bacterial viability in bio-concrete, expanded clay particles with embed-
ded bacterial spores were coated with additional protective coatings. The main results of
the viability of bacteria in concrete samples with differently coated expanded clay parti-
cles are shown in Fig. S3.2. The five types of coatings were significantly more protective,
increasing the viability of bacteria by almost tenfold. It was one and two layers of styrene-
acrylate emulsion (Al and A2), MgO-based coating (MgQ), and styrene-acrylate and

magnesium hydroxide coatings prepared at the rate 10:1 and 30:1 (AM1 and AM2).
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Fig. S3.2. Bacterial viability in concrete specimens produced with expanded clay particles coated
with A —a potassium magnesium phosphate cement shell; B, C — one and two layers of styrene-
acrylate emulsion, respectively; D, E — one or two layers of waterborne, latex, and acrylic-compo-
site paints, respectively; F — magnesium oxide and magnesium hydroxide shell; G, H — styrene-
acrylate and magnesium hydroxide solution, prepared at a rate of 10:1 and 30:1, respectively. The
control sample is uncoated expanded clay particles impregnated with bacterial spores
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The styrene-acrylate emulsion formed a visible glossy film on the surface of the ex-
panded clay, sealing the pores, as shown in Fig. S3.3. The thickness of this protective layer
varied from 8 to 14 um. Interestingly, it was found that there was little or no difference
whether one or two layers of styrene-acrylate emulsion coated the bacteria-embedded ex-
panded clay particles, as the viability results were quite similar (Fig. S3.3B and C). This
indicates that the mechanical blocking of the surface pores of the EC particles is sufficient
to protect the bacterial spores.

Fig. S3.3. Scanning electron microscopy images of expanded clay particles: A —an uncoated
expanded clay particle with many open pores on its surface; B — an expanded clay particle with
styrene acrylate coating; C — an expanded clay particle with MgO-based coating

The effect of the two most common curing conditions on bacterial viability in early-
age concrete showed that after two weeks, the bacterial viability in water and air differed
by more than tenfold and remained the same until day 28 of curing. It is possible that a
large proportion of the bacterial spores germinated into active cells a few days after the
concrete was cast, as the nutrients dissolved in the water and the substances necessary for
the germination of the bacterial spores have become available to the spores in the samples
stored in water. However, the vegetative cells could not proliferate without oxygen, and
most of them may have died.

Fig. S3.4A shows the variation of B. pseudofirmus bacterial viability with low-tem-
perature cycles. After several initial cycles, the initial bacterial count in the low-tempera-
ture-treated specimens decreased by about 50-60%. Subsequently, the viable cell counts
stabilised and remained almost constant until the 20th cycle. The number of viable bacteria
was similar in both control and low-temperature-treated samples. This indicates that
B. pseudofirmus embedded in expanded clay particles coated with styrene-acrylate emul-
sion coating can survive repeated exposure to adverse temperatures. Similarly to the low-
temperature cycles, the initial viable B. pseudofirmus bacterial numbers dropped by about
50% after the first few freeze-thaw cycles and remained stable until the 20th cycle
(Fig. S3.4B). This trend was observed for both the specimens stored in water (positive
control) and the specimens subjected to the freeze-thaw cycles, indicating that the de-
crease in viable spores is due to the ageing of the concrete rather than to the effect of
freezing and thawing.

Spores encapsulated in 2% sodium alginate hydrogel with nutrients were used to
prepare cement paste samples. In all cases, there was a decrease in spore viability.
B. pseudofirmus and B. halodurans viability remained relatively constant at 32 + 0.74%
and 31 + 1.40% on day 28. B. cohnii bacteria had the lowest viability in cement paste
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(Fig. S3.5A). It was 19% of the initial spore viability, and this number did not change
during the study. No bacterial growth was observed in control groups without bacterial
spores. Capsules containing bacterial spores were then incorporated into the cement mor-
tar. B. pseudofirmus bacteria, whose viability was 3.24 + 0.23% after seven days, showed
the most significant adverse effect (Fig. S3.5B). After 14 days of curing, the viability was
2.29 £ 0.07% and remained stable during the experiment. B. cohnii had the highest viabil-
ity percentage at the beginning of the experiment (12.36 + 0.69%). However, after
56 days, it decreased to 2.90 £ 0.07%. The viability of B. halodurans remained above 5%

throughout the experiment.
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Viability has been studied at 20 °C, 40 °C, and 80 °C. The results show that 2.1% of
the encapsulated bacterial spores were recovered after 28 days of the mortar cured at 40
°C compared to the control samples cured at 20 °C. However, the viability of the mortar
samples cured at 80 °C drastically decreased. No viable bacterial spores were detected
after seven days.

The ability of bacteria to fill cracks in biological concrete samples with expanded
clay particles coated with different coatings was assessed using optical microscopy. The
crack filling efficiency was monitored at 14, 28, and 56 days after the concrete specimens
were prepared and immersed in tap water. The negative control sample, free of impreg-
nated bacteria and nutrients, had a self-healing ratio of 0.26 after 56 days (Fig. S3.6A).
These results confirm that the concrete can fill cracks on its own to a certain extent without
any active agents. A higher self-healing coefficient was observed in the negative control
sample, where bacterial spores and nutrients were incorporated into the expanded clay.
Still, the particles of the expanded clay are not coated. The self-healing coefficient was
0.31 in these specimens (Fig. S3.6B).

Fig. S3.6. Optical measurement of crack healing of concrete specimens with coated expanded clay
particles: A — negative control specimen without coating and bacteria; B — negative control speci-
men with embedded bacteria, without coating; C — specimen with expanded clay particles coated

with a single layer of a styrene-acrylate emulsion; D — specimen with expanded clay particles
coated with a MgO-based coating
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The self-healing coefficient was significantly higher in the concrete specimens with
coated expanded clay particles. The self-healing coefficient of the coated specimens was
0.84 in the specimens with the styrene-acrylate emulsion coating and 0.60 in the speci-
mens with the MgO-based coating (Fig. S3.6C and D). The results show that the self-
healing efficiency of the bio-concrete specimens is closely related to the number of viable
bacteria. Bio-concrete samples with more viable bacteria had a higher self-healing ratio.
Therefore, to increase the viability of the bacteria in the concrete matrix and thus improve
the filling of open cracks, it is necessary to coat the expanded clay particles with additional
coatings.

The experimental programme for self-healing in bio-concrete elements was specifi-
cally designed to simulate self-healing conditions similar to the real-life behaviour of the
structures. Artificial rain conditions were imitated for the crack healing analysis. Such
healing conditions were considered to be more representative compared to conventional
self-healing after immersion in water or 100% sanitary humidity indoors. The control sam-
ples showed a marginal self-healing efficiency in tests with both bacterial species, with a
final self-healing coefficient ranging from 0.37 to 2.2% (Fig. S3.7). In contrast, the healing
rates of the bacteria-containing samples were several times higher. The final healing rates
were 13.6 and 16.8% in the samples with B. pseudofirmus and B. cohnii, respectively.
However, the healing capacity of both test series was significantly lower than the results
of the previous studies, with a self-healing rate of 80%. These significant differences are
probably due to the different healing conditions. The previous study used water healing,
whereas this study used a rain-simulated environment.

The analysis of the bacterial ability to heal cracks of 0.130-0.136 mm shows that the
samples with hydrogel-encapsulated B. cohnii and B. halodurans bacteria had a higher
self-healing rate — the cracks were filled after 14 days. The mortar samples with 0.213—
0.288 mm cracks did not heal throughout the study. After 28 days of self-healing, crack
widths and self-healing coefficients were similar for all bacterial species, reaching 0.497,
0.466, and 0.484 for B. pseudofirmus, B. cohnii, and B. halodurans, respectively. The
cracks in the control specimens (without capsules and with capsules without bacterial
spores and nutrients) were not filled.

General conclusions

1. Astudy of the main types of cement used in concrete structures has shown that
zinc oxide in cement reduces bacterial viability in biological concrete and that
it is therefore necessary to use a cement that does not contain zinc oxide.

2. With regard to the viability of the bacteria in biological concrete, the minerali-
sation activity and the ability to fill open cracks, B. pseudofirmus is the most
suitable of the three species of bacteria tested.

3. Hydrogel and expanded clay can support viable bacterial spores in biological
concrete. Coating of expanded clay particles with a styrene-acrylate or MgO-
containing coating increases the viability of bacteria in the concrete by a factor
of almost 10. The formation of a film on the surface of the expanded clay par-
ticles creates a mechanical barrier which protects the bacteria from the adverse
effects of the cement components.
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At temperatures reaching 80 °C, the viability of bacteria encapsulated in ex-
panded clay decreases by more than a factor of 10, while the viability of bacte-
ria encapsulated in hydrogel becomes undetectable. In medium-sized struc-
tures, these temperatures are not achievable, but in massive biological concrete
structures, it is necessary to ensure that temperatures do not exceed 40 °C. Air-
cured concrete samples have a viability 10 times higher than water-cured sam-
ples, where early spore germination occurs and the bacteria die.

In the concrete samples where the bacterial spores were encapsulated in the
hydrogel, the 0.13 mm wide cracks closed completely within 21 days. In the
concrete samples in which the bacterial spores were immobilised in expanded
clay, cracks of 0,17-0,2 mm were not completely filled within 56 days under
laboratory conditions. The effectiveness of crack closure is lower under rain
and running water conditions due to the possible leaching of the calcium car-
bonate crystals formed from the structure.

The biological concrete is suitable for use in Lithuanian climatic conditions,
but the number of bacterial spores in the biological concrete should be doubled,
as the viability of bacteria is halved during freeze-thaw cycles.
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