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IVADAS

Naturaliyjy Saltiniy maz¢jimas ir jy atsinaujinimo sutrikimai kelia vis daugiau
susiriipinimo. Betonas yra viena i§ pagrindiniy statybiniy medziagy, pla¢iai naudojama dél
mazos kainos, tvirty savybiy, paprasto pagaminimo, atsparumo ugniai. Taciau veikiant aplinkos
veiksniams laikui bégant susidaro mazi ar didesni jtrikimai dél medziagos traukimosi,
apkrovos, temperatiiros variacijy ar zemeés drebéjimy (Zhu & Dittrich, 2016). Mokslininkai éme
nagrinéti betono ilgaamziskumo problema, siekdami iSsaugoti dabartinius iSteklius, pailginti
medziagos naudojimo ir gyvavimo laikg be papildomy pastangy ateityje (Pungrasmi et al.,
2019). Gerinant medziagos savybes, did¢ja jos patrauklumas bei naudingumas. Betono
konstrukcijos pacios geba sumazinti atsiradusius nedidelius plySius, taCiau tai gali buti
igyvendinta tik tinkamomis salygomis, pavyzdziui, esant tinkamam drégnumui (Ferrara et al.,
2018). Vietoj to, kad biity kuriamos stipresnés naujos medziagos, efektyviau yra paruosti jas
savaiminiam susitaisymui, taip sumazinant kastus tvarkymo darbams ir pailginant medziagy
gyvavimo trukme (Fahimizadeh et al., 2020). Naujy biidy paieskos sukurti tvaresnj ir tvirtesni,
maziau triikkin¢jantj betona, priartino prie inovacijos — savaime atsikuriancio betono. Tokia
metodo id¢ja gimeé stebint natiiraly augaly ir gyviiny odos gijimg. Savaime atsikuriantis betonas,
dar kitaip Zinomas kaip biologinis betonas, tai miSinys, kuriame be tradiciniy komponenty:
cemento, smélio ir vandens, taip pat yra priedy, pavyzdZziui, nanodaleliy, polimery ar bakterijy
ir joms reikalingy maistiniy medziagy (Jang et al., 2021).

Biologinis betonas vis daZniau pripazjstamas kaip ekologiskas sprendimas,
galintis pakeisti sengsias statybines medziagas. Moksliniai jrodymai gali nukreipti tinkama
linkme tobulinant mikroorganizmy naudojimg biocementavimo mechanizmuose, gaminant
biologines statybines medziagas, kurios buty panasios ] iprastinius iSteklius. (Igbal et al., 2021).
Tiriami nauji metodai ir technikos siekiant iSsiaiskinti ir jvertinti, kaip bakterijos gali padéti
atkurti betone atsiradusius jtrilkimus. Savaiminiame atsinaujinan¢iame betone priklauso nuo
daugelio veiksniy, tokiy kaip bakterijy tipas, nesikliai, bakterijy gyvavimo laikas, bakterijy
aktyvacija ir bakterijy ivedimo biidai (Khaliq & Ehsan, 2016). Toks panaudojimas i§saugoty
betono savybes, ilgaamziskuma, be papildomo zmogaus darbo.

Moksliniy tyrimy duomenimis, mineraliné medziaga yra tinkama aplinka bakterijy
sporoms imobilizuoti ir naudoti savaime atsikuriandiame betone (Sandalci et al., 2021). Siame
moksliniame darbe tiriama mineralinés medziagos, sepiolito, kaip imobilizavimo priemonés
bakterijy sporoms tinkamumas, kuriant savaime atsikuriant] betong. Tyrimo naujumas
atsispindi metodikos tobulinime, siekiama sumazinti barjerg tarp betono matricos ir gydymo
elementy, iSvengiant papildomo kapsuliavimo etapo, tuo paciu norima issiaiskinti technologijos
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efektyvumas, kaip neSiklio medziaga apsaugo bakterijy sporas esant tiesioginiam kontaktui su
betonu. Remiantis literatiiros apzvalga, kuriamas metodas pasizymi aktualiomis savybémis:
iSvengiama papildomo laiko ir resursy kapsuliavimo etapui, supaprastinama imobilizavimo

eiga.

Darbo tikslas — istirti sepiolito tinkamuma bakterijy imobilizavimui ir panaudojimui biologinio

savaime atsikurian¢io betono gamyboje.
Darbo tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:

1. Optimizuoti imobilizuojamy bakterijy kiekj sepiolite.
Ivertinti skirtingy bakterijy rtsiy geb¢jima vykdyti mineralizacijg.
Istirti skirtingy raiSiy bakterijy gyvybinguma betono matricoje.

Eal

Istirti biologinio betono plySiy uzpildymo efektyvuma.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.Savaime iSgyjantis betonas

Betonas yra viena i$ pagrindiniy konstrukciniy medZziagy pasaulyje, nes pasizymi
patraukliomis savybémis kaip maza kaina, tvirtumas ir atsparumas jégai. Betonas turi didelg
gniuzdomosios apkrovos laikomajg galig. Nepaisant $iy savybiy pagrindiné problema su kuria
susiduriama yra tai, kad betonas jautrus jtrikimams, nes turi santykinai silpng atsparumag
tempimui. Jtrikimai gali atsirasti dél susitraukimo kietéjant, perkrovos, temperatiiros pokyciy,
zemes dreb¢jimy (Riad et al., 2022). Gamybos proceso metu ar veikiant iSorinéms jégoms
atsiradusios tustumos ir pazeidimai gali sukelti didesnius jtrikimus ateityje. Vandens patekimas
per kapiliarines poras ar jtrilkimus sukelia armatiiros pazeidimus taip Zymiai sumazindamas
betono gyvavimo trukme (Lucas et al., 2016). Norint iSsaugoti betono savybes, jtrikimus biitina
sutvarkyti laiku. Tradiciniai priezitiros metodai, tokie kaip betono pavirSiaus sandarinimas,
glaistymas, betono keitimas, konstrukcijy tvirtinimas (Shen et al., 2021) ar cheminiy klijy
panaudojimas, yra netik brangiis, reikalaujantys daug laiko, bet gali buti atlieckami tik kai
pazeidimai pastebimi zmogaus (Riad et al., 2022).

Betone yra stebimas autogeninis savigydos metodas (Amran et al., 2022; Riad et
al., 2022) d¢l naturalaus ilgalaikio hidratacijos proceso cemente pasizymi savybe iki tam tikro
laipsnio nattiraliai atsinaujinti savaime. Hidratacijos procesas gali testis ilgg laikg po
sukietéjimo, dél Sios priezasties pradiniai jtrukimai gali natiiraliai uzsidaryti esant drégnoms
salygoms. Natiirali galimybé savaime uzsigydyti gali biiti pagreitinta betono matricg papildant
specifiniais priedais ir/ar jkapsuliuojant bakterijas su mitybinémis medziagomis (van
Tittelboom & de Belie, 2013). Toks mechanizmas, kuris priklauso nuo priedy, pridéty j betono
matricg, dar vadinamas — autonominiu savaiminio gijimo mechanizmu (Amran et al., 2022).
Savaiminiam betono gijimui palengvinti naudojami metodai, tokie kaip mikrokapsulés,
absorbuojantys polimerai, priedai, bakterijy jkapsuliavimas arba Siy metody modifikacijos juos

derinant tarpusavyje.
1.1.1. Mikrokapsulés

Betono jtrikimy taisymui gali biti pritaikytos kapsulinés arba mikrovaskulinés
sistemos, kuriose yra atrinkty savaime gydanciy medziagy, pavyzdziui, kapsulés uzpildomos
skystomis gydomosiomis medziagomis, tokiomis kaip metilmetakrilatas (Van Tittelboom & De
Belie, 2013), kalcio nitratas, epoksidiné derva, poliuretanas ir absorbuojantys polimerai (Amran

et al., 2022). Esant betono pazeidimui atsirades jtrilkimas sulauzo kapsulés pluostg ir reagentas

14



iSlaisvinamas 1§ vamzdelio (Van Tittelboom & De Belie, 2013). ISlaisvinus gydomaja
medziaga, plySio sukurta erdveé uzpildoma polimerizacijos, gydomaisiais produktais ir betonas
suremontuojamas. Sios sistemos efektyvumas yra santykinai mazas, nes i§skiriamosios
medziagos gali nepakakti paZzeistai vietai uzpildyti (Lucas et al., 2016). Norint naudoti
mikrokapsuliy gydymo biida, svarbu atkreipti démesj j kapsuliy paruosima, jy mechanines
savybes ir, kad po gydymo kapsulés vietoje susidaro ertmé, kurig taip pat reikia uzpildyti (Shen
et al., 2021).

1.1.2. Absorbuojantys polimerai

Itrikimy uzpildymui gali biiti pritaikomi aukSc¢iausios riiSies absorbuojantys
polimerai (angl. Super-absorbent polymers, SAP). Hidrogeliai sudaryti i§ hidrofiliniy
kryZminiais ry$iais sujungty polimery, intensyviai brinkdami gali sugerti didelj kiekj skysc¢iy ir
sudaryti netirpius gelius. SAP jmaiSomas ] betono mis$inj, o véliau susiformavus plysiui ir j jj
patekus drégmés, gelis iSbrinksta ir uzdaro tustuma (Snoeck et al., 2014). Kaip ir bet kurie
cheminio betono priedai, SAP galiojimo laikas yra ribotas, turi biiti laikomasi griezty saugojimo
ir naudojimo rekomendacijy, taciau cheminiai pokyciai laikui bégant gali paveikti sorbcijos
savybes, o tai gali veikti ir betong (Mechtcherine et al., 2021). Tyrimas atskleidé, kad
cementinéje matricoje esantys SAP yra stabilis iki 8 mety ir beveik nesuyra. Tai svarbu, nes
jie gali buti veiksmingai naudojami sandarinimo ir gydymo tikslais iki maziausiai 8§ mety
statybos eksploatavimo trukmés, o tai rodo didesnj gijimo pajéguma, palyginti su kontroliniu

meéginiu be SAP (Snoeck & De Belie, 2019).
1.1.3. Priedai skatinantys betono uzZsigydyma

Tam tikri cemento priedai gali iStverti tolesng betono hidratacija po pradinio
kietéjimo etapo, o tai leidzia iSlaikyti medziagy savybes ir prisidéti prie betono savaiminio
uzsigydymo (Huang & Ye, 2015). Nustatyta, kad lakiyjy peleny (angl. fIy ash), Si0; ir Al,O3
miSiniy, kalkiy ar kai kuriy karbonaty deriniy naudojimas betono misinyje paskatina ilgalaikius
hidratacijos reiSkinius, suteikianCius betonui savaiminio gijimo savybiy. Visi $ie priedai
pasirodé esg veiksmingi skatinant betono rekristalizacijg kartu su plySiy uzpildymu ir uztikrina
§i procesa per trumpa laika (Lucas et al., 2016). Sio autogeninio gijimo s¢kmé labai priklauso
nuo betone likusio nehidratuoto cemento ir pridéto mineralo kiekio. Iki Siol tai apsiribojo
mazesniu gyjanciy jtrikimy plo€iu, ilgesniu gijimo laiku ir stiprumo grazinimu. Autogeninis
gijimas, prieSingai nei autologinis, nereikalauja, kad savaiminj gijima stimuliuojantis agentas

bty pasalintas i§ kapsulés ar tiekimo tinklo (Amran et al., 2022).
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1.1.4. Bakterijuy jkapsuliavimas

Vienas i§ svarbiausiy betono autonominio savaiminio gijimo metody yra bakterijy
jvedimas ] matrica. Norint pradéti gijima tik po paZeidimo, bakterijos imobilizuojamos
skaidulose ar kapsuliuojamos. Taciau iskyla sukurty talpykly pasiskirstymo problema, kadangi
betonas yra nevienalyté¢ medziaga, turinti platy daleliy ir pory dydzio diapazong (Lucas et al.,
2016).

Biologinis jtrikkimy taisymas padeda sumazinti dideles betono priezitiros iSlaidas
ekologijai draugisku budu. | betono miSinj patalpinamos bakterijos vykdancios kalcio
karbonato nusodinimg ir jy maistinés medziagos. Tikimasi, kad bakterijos padidins betono
ilgaamziskuma in situ nusodindamos kalcio karbonatg, tokiu biidu uzpildydamos betone
néra palankis bakterijy gyvenimui betono matricoje: didelis Sarmingumas (pH iki 13), auksta
temperatiira ir slégis gaminimo metu, mazas ir ribotas deguonies apriipinimas. D¢l Siy betono
savybiy bakterijy kamienas turi biiti atsparus Sarminei aplinkai ir sugebéti formuoti sporas, kad
galéty iSgyventi tokiomis ekstremaliomis salygomis. Specifiniai mikroorganizmai gali biiti
iterpiami j betono matricg (Lee & Park, 2018). Remiantis skirtingais eksperimenty duomenimis
1 lenteléje pateikti susisteminti duomenys, kokiomis salygomis skirtingy rtusiy bakterijos geba
iSgyventi ir koks yra jy betono plySiy taisymo efektyvumas. Bakterijoms, naudojamoms

jterpimui | betona, optimalus pH iSgyvenimui yra apie 9 — 11.

1 lentelé Optimalaus pH ir maksimalaus gydymo efektyvumo palyginimas skirtingiems

mikroorganizmams
Bakteriju ruasis pH Gydymo efektyvumas
Bacillus cohnii 11,00 Maksimalus plySio uzgydymas 0,56 mm, gniuzdymo
efektyvumas padidéjo 30 %.
Bacillus pasteuri 9,25 Maksimalus plySio uzgydymas 3,80 mm, gniuzdymo

efektyvumas padidéjo 40 %.
Bacillus pseudofirmus 11,00 Maksimalus plySio uzgydymas 1,8 mm, CaCOs

nusodinimo efektyvumas 86 %

Adaptuota iS (Shen et al., 2021)

Mikroby sukeltas kalcio karbonato nusodinimas (angl. Microbially induced
calcium carbonate precipitation, MICP) — biogeocheminis procesas, kurio metu
mikroorganizmai nusodina kalcio karbonata (Alazhari et al., 2018; Lee & Park, 2018). Aplinkos
pasikeitimai, sukeliantys mineralizacijg, yra pH poky¢iai, kalcio jony koncentracija ir
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iStirpusios anglies koncentracija. Pagrindinés salygos, kurios turi biiti jgyvendintos norint
mikroorganizmus naudoti biologinio betono gamyboje: 1) pakankamas savaiminio gijimo
efektyvumas, kai betone yra itrikimas, (Lee & Park, 2018) 2) kalcio karbonato nusodinimg
atliekanCiy bakterijy prisitaikymas prie Sarminés aplinkos, 3) gebé¢jimas gaminti didel; kiekj
kalcio karbonato, 4) atlaikyti auksStg slégj, sugebéti pasisavinti deguonj, nepalankiomis

salygomis (Khaliq & Ehsan, 2016).
1.2.Bakterijy gyvybingumas betone

Bakterijos, jterptos j betong, turéty suaktyvéti susidarius jtrikimams ir optimaliai
nusodinti kalcio karbonatg, kad taip jvykty, mikroorganizmai turi i§gyventi zZalingas salygas
betono matricoje. Statybinis miSinys pasizymi tankia struktiira, kurios poringumas mazesnis
nei 1 %, o pory dydis mazesnis nei 0,1 — 0,5 pm, palyginimui, bakterijy dydis svyruoja nuo 1
iki 2 um. Taigi, yra tikimybe, kad bakterijos betono hidratacijos metu susislégs (Pungrasmi et
al., 2019).

Betono pH paprastai yra apie 12, jame mazai drégmeés ir deguonies — tai ypac
nepalankios salygos bakterijoms. Nustatyta, kad efektyviam MICP bitinas aeravimas, o
bakterijy gyvybingumas maz¢ja didéjant pH (Lee & Park, 2018). Didelés mechaninés jégos
betono maiSymo metu taip pat gali pazeisti bakterijas (Wang et al., 2014). D¢l Siy nepalankiy
salygu, turi biiti jvertintas jterpiamyjy bakterijy iSgyvenamumas, ilgalaikis gyvybingumas (Lee
& Park, 2018) ir iSsprestas bakterijy kiekio optimizavimas (Shen et al., 2021). Kalcio karbonato
nusodinimas vykdant MICP pasitarnauja kaip plySiy uzpildymas, mazinantis konstrukcijos
poringuma. Be MICP, papildomy medziagy, tokiy kaip ryziy luksSty pelenai, silicio dioksido
garai ar lakieji pelenai, jtraukimas kaip daliniai cemento pakaitalai statybinése medziagose
galéty dar labiau sumazinti jy poringuma. Biitent MICP sumazinus statybiniy medziagy
poringuma, pageré¢jo jy mechaninés savybés, MICP padidino gniuzdymo stiprumg ir sumazino
statybiniy medziagy vandens sugérimg (Igbal et al., 2021). Betono aplinkos veiksniai gali
paveikti bakterijy aktyvuma, mazindami proliferacija (augima, vystymasi ir dauginimasi) ir
skatindami spory susidarymg — sporuliacija. Temperatiiros, pH, deguonies ir mineraly
koncentracijos pokyciai keicia sporuliacijos eiga, taciau svarbiausi §io proceso indikatoriai yra
maistiniy medziagy trilkumas ir mikroorganizmy populiacijos tankis. Pereinant nuo
proliferacijos iki latentinés fazés, bakterijos riboja medziagy apykaitos veiklg ir saugo geneting
medziaga, kol vél susidarys palankios salygos (Sovljanski et al., 2022). Bakterijy sporos
pasizymi didesniu atsparumu Zalingoms salygoms nei vegetatyvinés lastelés (Paine, 2016).
Bacillus genties nariai geba formuoti sporas esant zalingam aplinkos poveikiui, kuriy

iSgyvenamumas siekia daugiau nei 200 mety (Khaliq & Ehsan, 2016). Spory iSorinis baltyminis
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apvalkalas apsaugo jas nuo fermenty, mechaniniy pazeidimy ir cheminiy tirpikliy, o spory zieve
sudaro peptidoglikany sluoksnis, kuris suteikia atsparumo organiniams tirpikliams bei karsc¢iui,
taip iSlaikydami spora ramybés biisenoje. Nedideli riigStyse tirplis baltymai sporos Serdyje
apsaugo DNR nuo UV pazeidimy. Spory Serdyje gausu dipikolino riigsties (DPA), kuri sujungia
dvivalen¢ius metalo jonus, dazniausiai Ca®*, taip sumazindama vandens kiekj. Dél $iy savybiy
spory injekcijos ar spory jkapsuliacija yra efektyvesnis biidas prailginti bakterijy iSgyvenima
(Paine, 2016). Svarbu pabrézti, kad dar néra aiSku, ar zuv¢ mikroorganizmai gali pasyviai
paveikti mineralizacija, veikdami kaip kalcio karbonato nusodinimo centrai (Basaran Bundur
etal., 2015).

Eksperimentais nustatytas bakterijy iSgyvenamumas betono matricoje parod¢, kad
bakterijas Bacillus megaterium iterpus 1 betono skiedinj stebimas drastiskas gyvybingy lasteliy
sumazgjimas, po 28 dieny iSgyvenimo daznis buvo tik 0,1%, taciau pastebétas didesnis
1Sgyvenamumas galutiniame misinyje naudojant lakiuosius pelenus. Padaryta prielaida, kad dél
didesnio pory skaiciaus del lakiyjy peleny bakterijos gauna geresn¢ aeracijg ir geriau auga
(Achal et al., 2011). L. boronitolerans YS11 ir Bacillus sp. AK13 bakterijy iterpty i cemento
misinj su maistinémis medziagomis iSgyvenamumas buvo 8,5 karto mazesnis nei naudojant
imobilizuoty bakterijy ruoSinius (Jang et al., 2021). PanaSiis rezultatai gauti naudojant
S. pasteurii bakterijas, gyvybingy lasteliy skaicius betono pastoje per pirmaja para sumazéjo
80%. Po 7 ir 28 dieny miSinyje aptikta tik 1 ir 0,4 %, atitinkamai, gyvybingy lasteliy, i§ kuriy
apie 50% buvo sporos (Basaran Bundur et al., 2015). Anksciau apraSyty eksperimenty
duomenys patvirtina prastg j betong jterpty gyvy ir neapsaugoty bakterijy veikima (Lee & Park,
2018). Be bakterijy tipo labai svarbus ir neSiklio, i kuri ikapsuliuojamos bakterijy sporos
pasirinkimas (placiau 1.4.1 skyriuje). Mokslininkai naudoja skirtingus nesiklius, kad jvertinty
ir padidinty bakterijy iSgyvenamumg betone bei sustiprinty savaiminio gijimo proceso
efektyvumg (Khaliq & Ehsan, 2016). Keramzito dalelés vertinamas kaip tinkamas bakterijy
spory nesiklis, dél savo itin porétos struktiiros, mazos kainos, patogaus pritaikymo ir didelés
vandens sugérimo gebos (Jiang, Jia, Jiang, et al., 2020). Eksperimentiskai nustatyta, kad
padengus keramzito daleles apsauginiais sluoksniais (pavyzdziui, stireno — akrilato emulsijos
sluoksniai, magnio oksido ir magnio hidroksido pagrindu pagamintos dangos ar vandens
pagrindo latekso ir akrilo kompozito danga) bakterijy gyvybingumas padid¢ja 10 karty, o kuo
didesnis bakterijy gyvybingumas, tuo didesnis gydymo efektyvumas (Jakubovskis et al., 2021).

Vandens tritkumas ir laisvo vandens kiekio sumaz¢jimas betono matricoje dél
cemento hidratacijos pokyc¢iy gali biiti stipriai susijes su minimaliu vegetatyviniy bakterijy,
kurios tiesiogiai lie¢iasi su betonu, i§gyvenamumu (Sovljanski et al., 2022). Remiantis tyrimy

duomenimis bakterijy sporos gebéjo iSgyventi geriau, taciau spaudimas dél laipsnisko betono
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susitraukimo galiausiai sunaikina ir sporas. Taigi, lasteliy jterpimas j neSiklius yra biitinas
norint sukurti betong, kuris ilgg laika galéty gyti savaime (Lee & Park, 2018). Susidariusi
kapsuliy sistema turi biiti inertiSka salytyje su bakterijomis, pakankamai stipri, kad atlaikyty
betono maiSymo procesg, neturi neigiamai paveikti betono mechaniniy savybiy ir biti
pakankamai trapi, kad atsidaryty, kai atsiranda jtrikimy (Sovljanski et al., 2022). Svarbu
paminéti, kad mikroorganizmy optimalus skai¢ius yra kertinis dalykas, nes esant per dideliam
skaiCiui mikroorganizmy, dalis jy gali zati ir tai turés tam tikrg poveikj betonui, jskaitant
mechanines savybes ir vandens pralaidumg. IS kitos pusés, jei sumaiSoma labai mazai
organizmy, jtrukimy gijimo efektyvumas nebus patenkintas, todél turi biiti i§spresta santykio

tarp konkretaus mikroorganizmo skaiciaus ir jtrilkimo dydZzio problema (Shen et al., 2021).

SV W —

VW —

su kuriuo susiduriama norint vystyti savaime iSgyjancio betono panaudojimg. Tikrasis
ikapsuliuoty bakterijy i§gyvenamumas po patekimo j betong vis dar néra iki galo aiskus, truksta

informacijos apie bakterijy gyvenimo buida betono matricoje (Lee & Park, 2018).
1.3.Biomineralizacija

1.3.1. Biomineralizacijos keliai

Moksliniais tyrimais bandoma sukurti savaime jtrikimus uzpildant] betona, kuris
potencialiai sumazinty taisymy kaing ir reikalauty maziau Zzmogaus darbo bei priezitiros. Vienas
i§ biudy panaudoti mikroorganizmy vykdoma kalcio karbonato (kalcito) nusodinimo bida. Sis
metodas naudoja metabolinj bakterijy aktyvuma ir mineralines medziagas betono viduje, kad
susidaryty neorganiné medziaga, Siuo atveju, kalcio karbonatas, kaip gydomasis junginys.
Bakterijy kalcio nusodinimas néra galimas, jei aplinkoje néra vandens (Paine, 2016). Bakterijy
sienelése esancios neigiamai jkrautos funkcinés grupés absorbuoja i§ aplinkos turimus
katijonus, tokius kaip Ca?", Mg**, Mn?" ar Zn*" ir inicijuoja mineraly nusodinima (Jain et al.,
2021).

Trys pagrindiniai keliai, kuriais MICP gydo betona: fermentinis karbamido
skaidymas, nitraty disimiliacija ir aerobinis kalcio drusky metabolizmas:

Fermentinis karbamido skaidymas — vienas i§ dazniausiai aptinkamy metody,
kur] naudoja Sarminéms sglygoms atspariis, ureaziniu aktyvumu pasiZymintys bakterijy
kamienai, kalcio karbonato nusodinimui. Pagrindiniai bakterijy kamienai naudojami biologinio
betono gijimo eksperimentuose: Bacillus pasteurii, Bacillus aerius, Bacillus sphaericus,

Sporosarcina aquimarina, Bacillus megaterium (Shen et al., 2021). Sio tipo bakterijos geba
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skaidyti karbamida j amonio ir karbonato jonus, kitas ingsnis, kai su Ca®" jonais
(saveikaujanciais su lastelés sienele) susijunges karbonato jonas suformuoja kalcio karbonatg
(Achal & Pan, 2011). Amonio jono atsiradimas betone Sarmina terpg ir be to, statybinése
medZziagose esantis amonis gali buti bakterijy nitrifikuotas j azoto riigstj. Tai savo ruoztu gali
reaguoti su kalcitu ir sudaryti kalcio nitratg, kuris yra labai tirpus komponentas, prisidedantis
prie statybiniy medZziagy gadinimo (Anbu et al., 2016). Mikrobinis kalcio karbonato
nusodinimas yra sudétingas kompleksinis biocheminiy reakcijy mechanizmas (1 — 7 lygtys).
Esant aktyviai ureazei, vienas molis karbamido suskaidomas j tarpinius produktus, kuriy vienas
yra amoniakas ir vienas molis karbamo riigSties (1 lygtis), kuri spontaniskai hidrolizuojama |
dar vieng molj amoniako ir anglies rtigsties (2 lygtis). Anglies riigstis iSsibalansuoja vandenyje,
sudarydama bikarbonatag (HCO;3") (3 lygtis), kaip ir dvi amoniako molekulés (po vieng i§ 1 ir 2
reakcijos), vandenyje protonuojasi susidarydamos amonio ir hidroksido jonus (4 lygtis). D¢l
pastaryjy reakcijy pakyla aplinkos pH (Burne & Chen, 2000; Hammes et al., 2003) ir tai savo
ruostu gali pakeisti bikarbonato pusiausvyra, todél susidaro karbonato jonai (5 lygtis) (Hammes
et al., 2003). CaCO; nusodinimas atsiranda bakterijos lgstelés pavirSiuje, jei tirpale yra

pakankamai kalcio ir karbonato jony (6, 7 lygtys, 1 pav.) (Anbu et al., 2016).

CO(NH)> + H:0 — NH:COOH + NH; 1)
NH>COOH + H>0 — NH; + H:CO3 @)
H>CO3 <> HCO3” + H' (3)
2 NH; + 2 H:O «» 2 NH*" + 2 OH ", \pH 4)
HCO; + H' + 2 OH < CO# + 2 H0 (%)
Ca’" + Lgstelé — Lgstele—Ca’" (6)
Lgstelé—Ca’" + CO5#~ — Lgstele—CaCOj | (7

Teoriskai, 1 mol kalcio karbonato suformuojamas esant 1 mol karbamido.
Teoriniai skaiiavimai ne visada pasiteisina, nes biocheminé¢ reakcija yra vykdoma dalyvaujant
bakterijos fermentui — ureazei, de¢l Sios priezasties susidariusio galutinio produkto kiekis
priklauso nuo fermento aktyvumo, o ne reagenty koncentracijy. Siam procesui reikalingas
deguonis, inicijuoti bakterijy spory aktyvuma, o tai gali biti reikSmingas faktorius betono
savigydos procese (de Belie et al., 2018).

Nitraty disimiliacija — pastaruoju metu, denitrifikuojancios bakterijos
(Pseudomonas aeruginosa, Halomonas halodenitrificans, Diaphorobacter nitroreducens)
(Castro-Alonso et al., 2019; Lee & Park, 2018)panaudojamos dé¢l jy savybeés tinkamai veikti
riboto deguonies saglygomis. Esant ribotam deguonies prieinamumui, nitratas naudojamas kaip
alternatyvus elektrony akceptorius organinés anglies oksidacijoje (De Belie et al., 2018). Sis
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biologiskai sukeltas denitrifikacijos procesas vyksta per kelias reakcijas, kurios palengvinamos
Ivairiais fermentiniais procesais (Jain et al., 2021). Reakcijos metu nesusidaro toksisky Salutiniy
produkty, taciau toksiski nitritai ir azoto oksidas gali kauptis, jei slopinamas kuris nors i§ keturiy
skirtingy fermenty, dalyvaujan¢iy denitrifikacijos procese (Zhu & Dittrich, 2016).
Denitrifikacijos reakcijoje sunaudojami H' jonai (susidaro Sarminé aplinka) (8 lygtis), taciau
esant kalcio jonams, lagstelés aplinkoje pradedama nusodinti kalcio karbonata. Greitas
CaCOs nuosédy susidarymas aplink lgsteles sunaudoja susidariusius laisvuosius OH™ jonus ir

COa», o tai nesukelia didelio pH poky¢io (9 lygtis) (Ersan et al., 2015).

SHCOO +2NO; +7H - N>+ 5CO,+ 6 H:O (8)
Lgstele-Ca’* + CO, +2 OH™ — Lgstele—CaCO3 |+ H>0 9)

Pagrindinis denitrifikacijos trikumas, palyginti su ureolize, buvo mazesnis CaCO3
nusodinimo greitis, kuris priklauso nuo pradinés bakterijy koncentracijos, jy augimo greicio ir
kiekvienos bakterijos specifinio metabolinio aktyvumo reakcijos aplinkoje. Organiniy
medziagy oksidacija mazai deguonies turinCioje aplinkoje sumaZina bakterijy augimg ir
sulétina kalcio karbonato nusodinimo greitj. Antra, jrodyta, kad specifinis bakterijy aktyvumas
maz¢ja bégant laikui ir didéjant plySio gyliui, taciau skirtingai nei urealitinés bakterijos,
denitrifikuojantys kamienai gali augti ir veikti esant ribotam deguonies kiekiui, o tai, nepaisant
mazesnio nusodinimo greicio, jgalina ilgalaikj plySio taisymga (Ersan et al., 2015).

Aerobinis kalcio drusky metabolizmas — palankiomis salygomis bakterijos
skatina organinés kalcio druskos (pirmtako), pavyzdziui, kalcio acetato arba kalcio laktato,
oksidacija j kalcio karbonatg (Alazhari et al., 2018). Bacillus pseudofirmus, Bacillus cohnii,
Bacillus  halodurans, Bacillus mucilaginous L3, Enterococcus faecalis, Geobacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis pagrindinés neureazinio aktyvumo bakterijy rusys
naudojamos savaime atsikuriancio betono studijose (Shen et al., 2021). Metabolizmas gali vykti
kai bakterijoms gyvuoti yra tinkamos aplinkos salygos (atitinkama temperatiira, pH), taip pat
bakterijos augimui biitiny maistiniy medziagy (mieliy ekstrakto), vandens ir deguonies
(Alazhari et al., 2018). Kalcio laktatas (10 lygtis, (Shen et al., 2021)) arba kalcio acetatas (lygtis
11, (Alazhari et al., 2018)) daZznai naudojami junginiai kalcio karbonato nusodinimo reakcijai
(Shen et al., 2021). Galutiniai kalcio nusodinimo produktai — vanduo ir anglies dioksidas, abu
Sie produktai yra suderinami su betono matrica. Esant anglies dioksidui ir vandeniui gali

susidaryti silpna anglies rugstis, o i$ jos kalcio hidroksidas (12 lygtis) (Alazhari et al., 2018).

CaCsH 190065 + 6 O> — CaCOs3 | +5 CO:2 + 5 H20 (10)
Ca(C4Hs04) + 4 02 — CaCO3 |+ 3 CO2 + 3 H20 (11)
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3 CO; + 3 Ca(OH); — 3 CaCO3 | + 3 H:0O (12)

Svarbu paminéti, kad naudojant kalcio chlorida, kaip kalcio pirmtaka
(prekursoriy), betono misinyje padaugéja chlorido jony, kurie susij¢ su korozijos procesais
(Alazhari et al., 2018). Tuo tarpu, naudojant kalcio acetatg (Ca(C4HsO4)) sumazinamos iSlaidos
ir galimas poveikis aplinkai, nes junginys yra elektrony donoras ir kalcio jony tiekéjas, taip
pasalinamas papildomas CaCly arba kity cheminiy medziagy naudojimas kalcio jony arba
elektrony donory tiekimui (Jain et al., 2021). Apibendrinant, ureazinés bakterijos vykdo
reakcijy granding naudodamos lgstelin] fermenta, kad nusodinty kalcio karbonato kristalus, o
neureazinés bakterijos vykdo reakcijas paversdamos organing riigstj j kalcio karbonata, Sios
taip pat pasizymi privalumu, kad vykstant reakcijai nesusidaro kenksmingos amoniako dujos,

taip prisidedama prie ekologisSko betono kiirimo ir aplinkos apsaugos (Shen et al., 2021).
1.3.2. PlySio sandarinimas

Biomineralizacijos rezultatas biologiniame betone yra cheminé reakcija tarp Ca*"
ir COs?~ jony bakterijos aplinkoje, kurio galutinis produktas CaCOs kristaly formavimas ant
elektroneigiamai jkrautos lastelés sienelés. Didelé bakterijy koncentracija jtrikimo vietoje
padidina kalcio karbonato susidarymo greit], taciau aplink lastele susidare kristalai gali dalinai
arba visiSkai sutrikdyti tolimesn¢ karbonato gamybg. Savaiminio gydymo efekto gerinimui j
betono matricg jterpus uzlastelines polimerines medziagas, padidé¢ja lasteliy sukibimas ir
susidaro bioplévele. Savaiminio gijimo schema pavaizduota Zemiau pateiktame pirmame
paveiksle. Paveiksle paaiskinamas bakterijy elgesys su bioplévelés susidarymu arba be jo ant
betono pavirsiaus savaiminio gijimo metu (Sovljanski et al., 2022). Bioplévelés matrica leidzia
daugybei bakterijy lasteliy prisitvirtinti prie substrato, o ji susideda i$ jkrauty ir neutraliy
polisacharidy grupiy, kurios ne tik jungiasi prie pavirsiy, bet ir tarnauja kaip jony mainy sistema
jonams ,,sugauti® ir kaupti i§ aplinkos (Hoffmann et al., 2021). Tai koreliuoja su neigiamai
jkrauta lastelés sienele, o polimeriniai pavirsiai linke biiti neigiamai jkrauti ir turi didelj afinitetg
katijoninéms medziagoms, tokioms kaip kalcio jonai. Taciau §i struktura taip pat gali slopinti
CaCOs nuosédy susidaryma, todél norint pradéti savaiminio gijimo poveikj, buitina suskaidyti

bioplévele (Sovljanski et al., 2021).

22



CaCO; kristaly angimas ant

specifiniy lastelés sienelés struktiiny CaCo,
nusodinimas,
'1 ? r o sukeltas bakterijy
aktyvumo
Kontaktas su o Sumazejes
iSorine kontaktas su
aplinka iSorine aplinka
FAR
pH pokytis per +  Kalcio jonai (Ca™)
savaiminio gijimo ‘. Vandens molekilas
procesg

' Maistinés medZziagos
Bioplévele “
CaCO; kristaly susijungimas

Metabolinio Pradims individualmy CaCO; knstalu CaCO; nuosédy

aktyvumo pradzia CaC0O; kristaly riSimas kietéjimas
formavimasis

1 pav. Bakterijy elgesys betone. Itrikimo pavirSiuje esancias bakterijas suaktyvinamos
vandens molekuliy ir vykdydamos MICP nusodina kalcito kristalus, kad uzsandarinty plysj ir

apsaugoty betong nuo iSorinio cheminio poveikio (Sovljanski et al., 2022)

Kitas svarbus aspektas, plysio dydis, kuris taip pat gali apriboti savaiminio gijimo
efektyvuma (zidr. 2 pav.) (Sovljanski et al., 2022). Savaiminio gydymo strategijy potencialas
tinkamai ir efektyviai uzdaryti jtrikimy plotj vis dar kelia didelj susirtipinimg (Amran et al.,
2022). Jei plysio plotis yra labai didelis, savaiminio gijimo efektas negali apimti viso plysio,
nes bakterijy lastelés neturi pakankamai pajégumy nusodinti reikiamg CaCOs kiekj,
sandarinimo procentas mazéja, did¢jant plySio plociui (Zhang et al., 2019), nors to paties
skaiCiaus bakterijy siauresniame plySyje gali pakakti visam gijimo efektui. Tai yra kritinis

taskas, kai biitina optimizuoti bakterijy lasteliy skaiciy ir CaCO3 produktyvuma.
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| Skirtingas plysio plotis ]

Plysio
atsiradimas
o Drégmes
padidéjimas
Savaiminio
21jimo
pradzia
Gijimo efekras Sandarinimo efektas
Savaimnio
gijimo .
pabaiga Aktyvuotos bakteriju lastelas
¢ Bakterijos sporos
Teorinis Praktinis .
& Maistinés mediagos
] ] Kalcio jonai (Ca™)

Reikimingas skirtumas CaCo, kristaly nuosédos

2 pav. Savaiminio gijimo efekto priklausomybé nuo jtrilkimo plocio, esant pla¢iam jtrikimui
eksperimentiskai stebimas sandarinimo efektas skiriasi nuo teoriSkai numatyto

(Sovljanski et al., 2022)

IS antro paveikslo matyti, kad pabréziamas esminis skirtumas tarp teoriSkai ir
eksperimentiskai gauty rezultaty savaiminio gijimo betone (Sovljanski et al., 2022). Trumpai
tariant, daugeliu atvejy savaiminio gijimo efektas baigdavosi jtriikimo sandarinimu, sudarant
tam tikrg tiltg tarp jtrikimo krasty. Esant tokiai situacijai, savaiminio gijimo poveikis gali biti
sustabdytas, nes susidariusios sandarinimo nuosédos nepraleidzia deguonies ir sukelia
deguonies trikumg giliau esanciame plySyje, dél to sustoja bakterijy veikla (Nielsen et al.,
2020). Nors tinkamomis sglygomis platus mikroorganizmy spektras gali biiti naudojamas
i8gydyti didesnius nei 0,30 mm jtrikimus, skirtingi mikroorganizmai, gali turéti skirtinga
gydomgji poveikj. Savaime gyjan¢io betono rezultatams svarbis tokie veiksniai: neSikliy

sistema, bakterijy sgveika su nesikliais ir mitybinémis medziagomis (Shen et al., 2021).
1.4.Imobilizavimas
1.4.1. Imobilizavimo medZiagos

Pagrindinis neSikliy ir kapsuliy naudojimo tikslas yra apsaugoti gydomasias

medziagas (bakterijy sporas) nuo nepalankiy betono aplinkos salygy: aukSto pH ir
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temperatiiros, taip pat uzkirsti kelig nepageidaujamam medziagos iSskyrimui (Esaker et al.,

2021). Pagrindinés kapsuliavimui naudojamos medziagos pateiktos lenteléje nr. 2:

2 lentelé Kapsuliavimo medZziagos

Kapsuliavimo medziagy grupé Pavyzdziai

Porétos medziagos Diatomitiné zeme¢, molio agregatai, perlitas
Mikrokapsulés grafito nanoplokstelés

Hidrogeliai Joniniai hidrogeliai, nejoniniai hidrogeliai

Porétos medziagos (Alazhari et al., 2018; Lee & Park, 2018) — paprastai pasizymi
porétomis pavir§iaus savybémis ir gerai sugeria vandenj (Shen et al., 2021). Zinomi pavyzdziai:
1) diatomitiné¢ zemé (angl. diatomaceous earth) tai smulkiis poréti milteliai, pastebéta, kad
sporos prisitvirtina prie daleliy, o ne jsiskverbia ] jy vidy; (Alazhari et al., 2018) ii) lengvi
agregatai (angl. lightweight aggregate) (Lee & Park, 2018) — placiai naudojamas metodas, dél
savo paprastumo ir mazos kainos. Pagrindinés imobilizavimui naudojamos medziagos: molio
agregatai, perlitas. Panaudojant molio agregatus bakterijy sporos ir maistinés medziagos
imobilizuojami kartu, kai tuo tarpu naudojant perlita komponentai imobilizuojami atskirai (de
Belie et al., 2018). Bakterijy imobilizavimas perlite apsaugo bakterijas nuo betono sgveikos ir
aukSto pH, nes medziaga pasizymi didelémis ertmémis, jose gali biiti susikaupusio laisvo
deguonies, o atsiradus jtrukimams bakterijos biity lengviau veikiamos vandeniu, nes dél didelio
porétumo perlitas pasizymi dideliu vandens sugérimu. Sios natiiralios neorganinés akytos
medziagos dazniausiai naudojamos kaip perspektyvis neSikliai savaime gyjan¢io betono
tvarioje gamyboje, nes jie puikiai suderinami su betonu ir pasiZzymi didesniu imobilizuojamu

bakterijy kiekiu, mazesniu jtempiu ir ekonomiSkumu (Shen et al., 2021).

Mikrokapsulés: grafito nanoploksteles (Lee & Park, 2018). Grafito
nanoplokstelés, dél savo mazo dydzio yra geras gydomyjy agenty neSiklis, taip pat dél savo
mechaniniy savybiy gali pagerinti betono lankstuma, taip sumazinant jtrilkimy galimyb¢ (Shen

et al., 2021).

Hidrogeliai (Alazhari et al., 2018; Lee & Park, 2018) — pasizymi dideliu vandens
sugérimo pajégumu ir gali iSlaikyti vandens ar vandeninio tirpalo molekules jose neistirpdami.
Tokio tinklo pagalba vandens molekulés i§ hidrogelio gali biti létai atpalaiduojamos j aplinka.
Naudojant hidrogelius kartu su MICP vykdanciais mikroorganizmais galima tikétis dviejy
privalumy: pirmiausia, hidrogelis panaudojamas kaip nesSiklis bakterijy sporoms, apsaugantis
maiSymo ir hidratacijos metu, antra, iSbrinkes hidrogelis panaudojamas kaip vandens

rezervuaras spory aktyvacijai ir bakterijy aktyvumui atsiradus jtrukimams betone. Hidrogelio
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brinkimas priklauso nuo jo cheminiy savybiy ir aplinkos poveikio. ISskiriami dviejy tipy
hidrogeliai: joniniai ir nejoniniai. Joniniai sugeria vandenj dél stiprios dipolio jony saveikos
tarp vandens ir jony, pritvirtinty prie polimero grandinés, o nejoniniy hidrogeliy veikimas
dazniausiai yra pagristas hidrofiliniy grupiy iSsidéstymu polimero grandinéje. Joniniai
hidrogeliai yra jautriis teigiamai jkrautiems tirpalo jonams, todél esant K*, Na*, Ca®" ar kitiems
katijonams, tokio vandens pasisavinimas betone yra maZzesnis, nei dejonizuoto vandens.
Katijonai sgveikaudami su polimero funkcinémis grupémis sudaro kryzminius rysius, didesnis
kryzminiy ry$iy sudarymo laipsnis lemia mazesnj brinkimo pajégumag. Tuo tarpu, nejoniniai
hidrogeliai néra jautris tirpale esantiems jonams (Wang et al., 2014).

Veiksmingas biidas apsaugoti bakterijy sporas nuo iSorinio poveikio betono
matricoje patalpinti jas mikrokapsuléje, dirbtingje organin¢je medziagoje. Sporos pereina i$
latentinés fazés j aktyvavimo buseng, kai atsiranda plySys, suliizta kapsulé¢ ir pasiekia maistinés
medZziagos bei susiformuoja savaiminiam gijimui tinkama aplinka (Shen et al., 2021).

Nesiklio pasirinkimas turéty biiti jvertinamas atsizvelgiant j konkrecias salygas ir
numatomus tikslus. Kuriant savaiminio gydymo sistemga reikia atsizvelgti | keleta aplinkos
veiksniy, tokiy kaip temperatiira, drégmés patekimas ir iSoriniai jonai. Betoninéms
konstrukcijoms, kuriose yra daug drégmés arba drégnoje aplinkoje, pirmenybé teikiama
neorganinéms priemonéms, tuo tarpu organinés gydomosios medziagos — kai betoninés
konstrukcijos neturi tiesioginés prieigos prie vandens. Neorganinés medziagos turi didesnj
potencialg atgauti originalaus betono sandaruma, o organinés medziagos pasiZymi geresnémis

savybémis, nes atgauna originalaus betono mechaninj stiprumg (Shen et al., 2021).
1.4.2. Bioreagenty imobilizavimas

Bioreagentai arba biologinés kilmés medziagos, tai maistinés medziagos
bakterijoms (mieliy ekstraktas) ir nusodinimo medziagos (kalcio nitratas, karbamidas, kalcio
acetatas ar laktatas) (Wang et al., 2014). Maistinés medziagos gali biti jkapsuliuojamos
atskiruose nesikliuose nei pacios bakterijos (H. Chen et al., 2016). Norint iSgauti didziausig
savaime atsikuriancio betono efektyvuma, pagerinti stipruma, biitina i$laikyti pridedamy priedy
ir bakterijy proporcijas (Riad et al., 2022). Ikapsuliuojami komponentai gali biti: 1) Kalcio
Saltinis: kalcio nitratas - Ca®" jony 3altinis, denitrifikuojan¢ioms bakterijoms, junginio savybés
suderinamos su betono matrica, pastebéta, kad naudojant kalcio nitrata, padidéja cemento
hidratacijos mechanizmas (Sovljanski et al., 2022). Karbamidas — naudojamas kaip pagrindinis
mitybinis elementas. Bakterijos karbamidg suskaido j amoniakg ir anglies dioksida. Pagrindinis
S§io metabolizmo minusas tas, kad susidaro kenksmingos amoniako dujos (de Belie et al., 2018).

Organiniai kalcio junginiai — naudojami aerobinio kalcio drusky metabolizmui, tai kalcio
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laktatas ar kalcio acetatas. Pridéjus Sio junginio tiesiai j betono miSinj néra stebimas galutinio
betono stiprumo sumazg¢jimas. Efektyviam medziagy panaudojimui organiniai kalcio junginiai
taip pat yra jkapsuliuojami, o ne tiesiogiai jmaiSomi j betong. 2) Mieliy ekstraktas — ekstrakto
sudétyje yra aminoriig¢iy, peptidu, vandenyije tirpiy vitaminy ir angliavandeniy. Sis miSinys
yra pagrindinis bakterijy mitybinis Saltinis, reikalingas jy augimui (Basaran Bundur et al.,
2015). Mieliy ekstraktas, dazniausiai naudojamas kaip anglies Saltinis karbamido hidroliz¢je ir
kaip azoto Saltinis metaboliniame kelyje. Tyrimais nustatyta, kad mieliy ekstraktas tiesiogiai
JmaiSytas ] betono miSinj sulétino jo kietéjimg ir sumaZzino stipruma, kai buvo naudojama 1%
mieliy ekstrakto nuo betono misSinio masés, taiau naudojant maziau nei 0,5 % zZymiy stiprumo
poky¢iy nebuvo fiksuota (Paine, 2016). 3) Baltymai — peptonas, triptonas, triptono peptonas,
tripsikazé ir tripsikazés peptonas, tai dalinai suskaidyti baltymai naudojami auginimo terpése
kaip pagrindinis aminoriig§¢iy, peptidy, baltymy ir azoto Saltinis. Jie gaunami fermentiskai ar
chemiskai suskaidant baltymy kompleksus (Paine, 2016). 4) Kitos medziagos: bakterijy
gyvybingumui ir efektyviam kalcio nusodinimui vykdyti j kapsules gali biti jkapsuliuojami
papildomi angliavandeniy, pavyzdziui, gliukozés, kiekiai. Bakterijy atsinaujinimui i§ spory
svarbiis natrio junginiai, tod¢l jie taip pat gali biiti jterpiami (Paine, 2016).

Kiekybinis rySys tarp maistiniy medziagy ir mikroorganizmy vis dar néra aiskus.
Jei substrato koncentracija buty per didel¢, o mikroorganizmy nepakakty, buty Svaistomi
iStekliai ir padidéty sanaudos, taciau jei substrato nepakakty, sumazéty kalcio karbonato

nusodinimas ir savaiminio gijimo efektyvumas (Shen et al., 2021).
1.5. Genetiskai modifikuoty bakterijuy panaudojimas ir riziky valdymas

Siekiant pagerinti MICP pritaikyma betonui, atlikta genetiniy modifikacijy su
bakterijy kamienais. Pseudomonas aeruginosa MIK1 ir Escherichia coli MJK2 buvo
transformuotos, kad gaminty Zaliai fluorescuojantj baltyma ir atlikty karbamido skaidyma, toks
kamieno pakeitimas leido tirti MICP. Sis metodas jgalina stebéti natiiraly MICP procesa
modelinése sistemose (Connolly et al., 2013). Kai kurios mutacijos nukreiptos i specifinius
MICP kelius. Sporosarcina pasteurii fenotipiniai mutantai, pasizymintys didesniu karbamido
gamybos efektyvumu, siekiant maksimaliai padidinti kalcio nusodinimg, buvo sukurti
naudojant ultravioleting spinduliuote. Sie mutantai taip pat buvo paveikti, kad augty auksto pH
aplinkoje. Dél Sarminio pH betono viduje laukinio tipo bakterijy augimas ir ureazés aktyvumas
gali biiti neoptimalus gaminant naudingg kalcito kiekj (Achal et al., 2009).

Geny inzinerijos biidu sukurtos bakterijos turi didelj potencialg i§ esmés pagerinti
savaiminio gijimo efektyvumg. Taciau genetiSkai modifikuoti organizmai, Siuo atveju

bakterijos, neturéty plisti uz numatytos srities riby ir privalo biiti apribotas geny pernesimas }
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kitus nemodifikuotus organizmus. Nors galima uZprogramuoti lgsteliy mirtj, taCiau tai néra
patikimas kelias, nes genai tarp rasiy vis tiek gali buti perduodami, tod¢l genetiskai
modifikuotas bakterijas pramonéje reikety naudoti atsargiai (Wegmann et al., 2017).
Nepaisant visy privalumy, kuriuos suteikia bakterijos ar modifikuoti jy kamienai,
mikroorganizmy naudojimo betone rizikos vertinimas turi apimti Siuos kriterijus: 1) iSsamus
apibiidinimas (taksonominis identifikavimas, bakterijy ruiSiy/padermiy istorija pagal pripazinta
patogeniSkuma, genetiniai poky¢iai, ekologinés savybés); 2) bakterijy dauginimosi ir taikymo
metodai turi atitikti saugos jstatymus (pavyzdziui: atsparumas antibiotikams, genetinés
modifikacijos); 3) biologinés medZziagos stabilumo, aktyvumo, pakavimo ir saugojimo
nustatymai privalo laikytis nustatytos teisés reikalavimy; 4) iSsamus nenuspé€jamo pavojaus
aplinkai ir sveikatai jvertinimas dél genetiskai modifikuoty bakterijy isleidimo j aplinka (Ivanov

etal., 2019; govljanski et al., 2022).
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2. TYRIMO MEDZIAGOS IR METODAI
2.1.Medziagos ir prietaisai
2.1.1. Medziagos

Tyrimui naudotos cheminés medziagos ir tiekéjai pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Tyrime naudotos cheminés medziagos ir jy tiekéjai

Medziagos Tiekéjai

Mésos ekstraktas, imersinis aliejus Merck
Peptonas, TRIS bazé Roth

Agaras Formedium
D(+)-Gliukozés monohidratas VWR chemicals
KCI, Na;COs, MnSQO4-5H20 Reachim

MgSO4-7H20, NaHCOs3, kalcio laktato 5-hidratas, Carl Roth
KH2POg4, CaCly, glicerolis

Malachito zalias, safranino tirpalas, HCI, sepiolitas Sigma — Aldrich

Mieliy ekstraktas Oxoid
Sacharozé AppliChem
Cementas CEM-I 42,5R Akmenés cementas, Lietuva

2.1.2. Tirpalai ir terpés

Tyrimo metu naudoti tirpalai ir jy sudétis pateikiami 4 lentel¢je.

4 lentelé. Tyrime naudoti tirpalai ir jy sudeétis

Tirpalo pavadinimas Tirpalo sudétis
1 M Na-seskvikarbonato tirpalas 43 g/l NaHCOs3, 53 g/l Na.COg, distiliuotas vanduo
10 mM Tris-HCI buferinis 1,21 g/l TRIS, distiliuotas vanduo, pH koregavimui
tirpalas, pH 9 naudojamas HCI

0,5 % malachito zaliojo tirpalas 0,5 g/l malachito zaliojo tirpalas, distiliuotas vanduo




Tyrimo metu naudotos terpés ir jy sudétis pateikiamos 5 lenteléje.

5 lentelé. Tyrime naudotos terpés ir jy sudétis

Terpés pavadinimas Terpés sudétis

Sarminé mitybin¢ terpé

5 g/l peptono, 3 g/l mésos ekstrakto, 100 ml 1 M Na-

seskvikarbonato tirpalo, distiliuotas vanduo

Agarizuota Sarminé mitybiné

5 g/l peptono, 3 g/l mésos ekstrakto, 100 ml 1 M Na-

terpé seskvikarbonato tirpalo, 15 g/l agaro, distiliuotas

vanduo

Bakterijy sporuliacijos terpé

3,5 g/l sukrozés, 4 g/l mieliy ekstrakto, 0,02 g/l

KH,PO4, 0,166 g/l CaCls, 0,476 g/l KCL, 0,2 g/l
MgSO4-7H20, 0,2 g/l MnSO4-H,0, 100 ml 1 M Na-

seskvikarbonato tirpalo, distiliuotas vanduo.
B4 terpé 0,4 % mieliy ekstrakto, 0,5 % gliukozés, 0,25 % kalcio
acetato arba kalcio laktato, 1,4% agaro, 100 ml 1 M Na-

seskvikarbonato tirpalo, distiliuotas vanduo.

Imobilizavimo terpé

distiliuotas vanduo

80 g/l kalcio laktato 5-hidrato, 1 g/l mieliy ekstrakto,

2.1.3. Prietaisai

Tyrimo metu naudoti prietaisai ir jy gamintojai pateikti 6 lenteléje.

6 lentelé. Tyrime naudoti prietaisai

Prietaisai Gamintojas
Analitinés svarstyklés ABJ 220-4NM Kern
Svarstyklés EG2200-2NM Kern
Autoklavas Laboklav
Automatinés pipetés Eppendorf
Centrifuga 5418 R Eppendorf
Centrifuga 6-16K Sigma
Centrifuga 2-16KL Sigma
Laminarinio oro srauto boksas Mars Safety Classe 2 Scanlaf
Magnetiné maisSykle-kaitlente C-MAG HS 7 Ika
Mikroskopas CX41LF Olympus
Mikroskopo kamera PL-E422CU Pixelink
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Prietaisai Gamintojas

pH-metras 1100 Series Oaklon

Plyc¢io plo¢io matavimo mikroskopas DTX 90 Levenhuk
Spektrofotometras BioPhotometer plus Eppendorf
Stkurinis maiSytuvas (vorteksas) GS60E Scientific Industries
Saldiklis Atlant
Saldytuvas-3aldiklis Liebherr
Termomikseris MKR 13 Ditabis
Termostatas FV-B2V-M/FC 1111 Friocell
Termostatuojama purtyklé Innova 44 New Brunswick Scientific
Zemos temperatiros krosnis 120/300 LSN11 Snol

Zemos temperatiiros $aldiklis ULTRAFREEZER Fiocchetti

2.1.4. Bakterijy kamienai

Tyrime naudojami bakterijy kamienai: Alkalihalophilus  pseudofirmus
(DSM 8715), Sutcliffiella cohnii (DSM 6307), Halalkalibacterium halodurans (DSM 497)
1sigyti 1§ Vokietijos mikroorganizmy ir Igsteliy kultiiry kolekcijos (DSMZ, Vokietija).

2.2.Metodai

2.2.1. Naktinés kultiiros auginimas

Bakterijy kultiiros A. pseudofirmus, S. cohnii, H. halodurans auginamos 100 ml
Sarminés mitybinés terpés turyje bakterijy auginimo kolbose per nakt] 30 °C temperatiiroje

nuolat maisant (160 rpm).
2.2.2. Bakteriju sporu paruoSimas

Bakterijy kultiiros, iSaugusios Sarminéje mitybinéje terpéje, lygiomis dalimis
pers¢jamos ] sporuliacijos terpes ir auginamos 30 °C temperatiiroje, nuolat maisant (140 rpm).
Po 4 pary, vykdomas bakterijy spory plovimas ir paruoSiama galutiné suspensija tolimesniems
bandymams (Jiang, Jia, Wang, et al., 2020). Spory surinkimas atliekamas kiekvienai kulttrai
atskirai, kulttiras centrifuguojant (5000 rpm, 15 min) ir tris kartus praplaunant atSaldytu 10 mM
Tris-HCI buferiniu tirpalu (pH 9) (Sharma et al., 2017; Wiktor & Jonkers, 2011). Suspensija
kaitinama 80 °C temperatiiros vandens voneléje 30 min., kad buty sumazintas vegetatyviniy

lasteliy kiekis (Sharma et al., 2017). Po inkubacijos spory suspensija pakartotinai tris kartus
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plaunama 10 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu (pH 9), centrifuguojant tomis paciomis sglygomis
(Sharma et al., 2017; Wiktor & Jonkers, 2011). Spory suspensija naudojama tolimesniuose

tyrimo zZingsniuose arba saugoma 4 °C temperatiiroje.
2.2.3. Bakterijy gyvybingumo tikrinimas skiedimy-séjimo metodu

Norint kiekybiskai jvertinti bakterijy spory gyvybinguma paruostoje suspensijoje,
biitina iSmatuoti suspensijos optinj tankj (OT) spektrofotometru (600 nm bangos ilgyje) ir atlikti
spory kiekio suspensijoje nustatymg skiedimy-s¢jimo metodu.

ISmatavus bakterijy suspensijos OT atlickamas skiedimas iki 1 optinio vieneto,
kuriame yra apie 10® bakterijy spory/ml. Atliekami serijiniai skiedimai naudojant Tris-HCl
buferinj tirpala (pH 9): 107, 10°, 10°, 10%, 10° ir 10? bakterijy spory/ml. ] 1éksteles su agarizuota
Sarmine mitybine terpe séjama po 100 ul skiestos suspensijos turin¢ios 10° ir 10% bakterijy
spory/ml. Siekiant gauti statistiSkai patikima rezultata, kiekvienas skiedimas pers¢jamas po tris
leksteles. Inkubuojama 30 °C temperatiiroje, po 24 val. skai¢iuojamas uzaugusiy kolonijy
skaiCius ir jvertinamas jy gyvybingumas. Bakterijy spory skaicius apskaiciuojamas pagal

formule (1):
Bakterijy spory skaicius (KFV /ml) = KFV X OT X SF x 10 (1)

¢ia:

KFV — kolonijas formuojanciy vienety lékstelése vidurkis;

OT — spory suspensijos optinis tankis;

SF — skiedimo faktorius;

10 — skiedimo faktorius sé¢jant i 1¢kstele (iSs¢jama 0,1 ml bakterijy suspensijos, skiedimo

faktorius — 10).
2.2.4.Spory formavimosi jvertinimas mikroskopu

Bakterijy spory formavimas vertinamas dazant bakterijy kultirg Seferio-Fultono
metodu (Mormak & Casida, 1985) ir stebint binokuliariniu mikroskopu su imersiniu objektyvu.
Palyginimui, kaip atrodo bakterijos prie§ sporuliacija, atlickamas naktinés kulttros (zitir. 2.2.1)
dazymas tuo paciu metodu. Paruosta bakterijy spory suspensija (ziiir. 2.2.2) skiedziama, 10 pl
karsc¢iu. Fiksuotas méginys dazomas 0,5 % malachito zaliojo tirpalu 5 min. vir§ gary, dazams
neleidziant i§dziati. Nuplaunama distiliuotu vandeniu. Siame Zingsnyje Zaliai — melsva spalva

nudazomos bakterijy endosporos. Véliau 30 s dazoma safranino tirpalu, méginys gerai
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nuplaunamas distilivotu vandeniu ir dZiovinamas. Safranino tirpalas nudazo vegetatyvines
lasteles raudonai — ruda spalva. Mikroskopuojama su imersiniu objektyvu (1000 karty
padidinimu) naudojant imersinj aliejy. Lastelés fotografuojamos naudojant kompiutering

programg ,,PixeLINK uScope Professional“.
2.2.5. Bakterijuy mineralizacijos aktyvumo tikrinimas

Bakterijy geb¢jimas vykdyti CaCOs iSsodinimg tiriamas atliekant mineralizacijos
aktyvumo tyrimg. Sporos iSs¢jamos ant B4 mitybinés terpés paruostos su kalcio laktatu ir
atitinkamai su kalcio acetatu, terpés pH 9. Neigiamai kontrolei bakterijos iSs¢jamos ant B4
terpés be kalcio laktato ir kalcio acetato. Tiriamos bakterijy kultiiros auginamos mitybingje
terpéje nustatyti ar geba nusodinti kalcio karbonata, susidarg kristalai patvirtina, kad bakterijos
vykdo mineralizacija. Bakterijos auginamos 30 °C temperatiiroje ir skaitmeniniu mikroskopu
vertinama ar susidar¢ kalcio karbonato kristalai po 3 dieny. StatistiS§kai patikimiems rezultatams
gauti kiekvienas eksperimentas su skirtingomis bakterijy kultiiromis ir skirtingais kalcio

pirmtaky junginiais B4 mitybinéje terpéje tirtas po 3 l¢ksteles (Marvasi et al., 2012).
2.2.6. Bakterijy ir maistiniy medziagy imobilizavimas mineraluose

Bakterijy imobilizavimui naudojamas sepiolitas — mineraliné medziaga,
hidratuotas magnio silikatas. Pagal (Zhang et al., 2017) iSleista straipsnj bakterijy
imobilizavimui paruoSiamos dalelés dziovinamos ir apipurSkiamos imobilizavimo terpe, kurig
sudaro kalcio laktatas ir mieliy ekstraktas. Remiantis mitybiniy medziagy jvedimu | sistema
pagal straipsnio autorius, Svieziai pagaminama ir filtruojama imobilizavimo terpé, taciau
imobilizavimo technika naudojama pagal (Sandalci et al., 2021) straipsnyje aprasyta metodika.
Bakterijy suspensija, kurios galutiné koncentracija miSinyje 10® bakterijy spory/ml,
patalpinama j 150 ml imobilizavimo terpés kartu su 13,5 g sepiolito. ParuoSta suspensija
inkubuojama 30 °C temperatiiroje, 175 rpm, 24 val. Po inkubacijos impregnuotas sepiolito
misinys filtruojamas panaudojant vakuuming sistemg siekiant pasalinti perteklinj tirpalg. Ant
filtrinio popieriaus likgs imobilizuotas sepiolitas dZziovinamas 30 °C krosnel¢je 5 — 7 dienas, kol
imobilizuojamas terp¢je be lasteliy. Visas imobilizuoto sepiolito kiekis, reikalingas

tolimesniuose darbuose, ruoSiamas vienu metu.
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2.2.7. Bakteriju skaiciaus sepiolite nustatymas

Imobilizavus ir i8dziovinus sepiolitg atliktas bakterijy kolonijy skaiCiavimas,
siekiant jvertinti bakterijy gyvybingumg ir galutine jy koncentracijg. Zinant pradine bakterijy
koncentracija imobilizavimo terpé&je (108 KFV/ml) 1 g i§dziovinto sepiolito suspenduojamas
9 ml 10 mM Tris — HCI buferinio tirpalo (pH 9). Atliekami skiedimai: 107, 10°, 10°, 10%, 10° ir
10? bakterijy spory/ml. ] léksteles su agarizuota Sarmine mitybine terpe séjama po 100 pl
skiestos suspensijos turin¢ios 10° ir 10? bakterijy spory/ml. Siekiant gauti statistiskai patikima
rezultata, kiekvienas skiedimas pers¢jamas po 3 léksteles. Inkubuojama 30 °C temperatiiroje,
po 24 val. skaiCiuojamas uzaugusiy kolonijy skaicius ir jvertinamas jy gyvybingumas pagal

formulg (2).

Bakterijy spory gyvybingumas (KFV /ml) = KFV X SF X 10 (2)

v

Cia:
KFV — kolonijas formuojanciy vienety lékstelése vidurkis;
SF — skiedimo faktorius;
10 — skiedimo faktorius s¢jant i Iékstele (iSséjama 0,1 ml bakterijy suspensijos, skiedimo

faktorius - 10).
2.2.8. Betono méginio ruoSimas ir bakterijuy gyvybingumo tikrinimas

Betono méginiai ruoSiami jvertinti lgsteliy gyvybinguma betono matricoje.
Ruosiama po tris betono bandinius su kiekvienos bakterijy kultiiros imobilizuotu sepiolitu

(7 lentele).

7 lentelé. Betono bandiniy sudétis

Cemento svoris (g) Imobilizuoto sepiolito svoris(g) Vandens svoris (g)
15 0,75 10
15 1,50 12

Mas¢ gerai iSmaiSoma ir palickama 3 dienas sukietéti. Po 3 dieny bandinys
suskaldomas ir dalis sutrinama grustuvéliu. 1 g betono milteliy suspenduojama 9 ml 10 mM
Tris-HCI buferiniu tirpalu (pH 9). Atliekami skiedimai: 10%, 10°, 10* ir 10° bakterijy spory/ml.
Esant mazam bakterijy gyvybingumui betono bandiniuose atlickama maZiau skiedimy: 102, 103
ir 10* bakterijy spory/ml | léksteles su agarizuota $armine mitybine terpe séjama po 100 pl

paskutiniy dviejy skiesty suspensijy. Siekiant gauti statistiSkai patikimg rezultata, kiekvienas
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skiedimas perséjamas po 3 I¢kSteles. Inkubuojama 30 °C temperatiiroje, po 24 wval.

skai¢iuojamas uzaugusiy kolonijy skaicius ir jvertinamas jy gyvybingumas pagal formule (2).
2.2.9. Betono bandiniy savaiminio gijimo stebéjimas vandenyje

Betono bandiniai savaiminio gijimo vertinimui ruoSiami pagal 2.2.8. skyriuje
aprasyta metoda. Bandiniai paliekami kietéti 7 dienas kambario salygomis. Bandiniams
sukietéjus, jie perskeliami plaktuku. Gauti bandiniai suklijuojami vandeniui atsparia lipnia
juosta, kad susidares plySys islikty stabilus. Bandiniai patalpinami j vandentiekio vandens
vonele savaiminio gijimo procesui (3 pav.). StatistiSkai patikimiems rezultatams gauti

kiekvienam bandiniui ruoSiami 3 pakartojimai.

*
)

3 pav. Betono bandiniy paruos$imas gijimo procesui: A) Betono bandiniai maiSomi ir
kietinami formose; B) IS formos i§imtas betono bandinys; C) D) Bandinys po plySio

paruo$imo ir suklijavimo; E) Bandiniy paruoSimas gydymui vandens voneléje

HC — pi;ipt (3)

¢ia:

H. — plysiy gijimo koeficientas;
pi — pradinis plysio plotis;

p:— plysio plotis po gijimo.

PlySio gijimas jvertinimas skaitmeniniu mikroskopu su integruota kamera,
didinant 10 — 300 x (DTX 90, Levenhuk, Tampa, FL, USA). Likus vienai parai iki vertinimo

bandiniai i§Simami i$ vandens ir dziovinami kambario temperatiiroje, kad biity iSvengta Sviesos
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atspindziy nuo vandens. Pasirenkamos trys vietos, kuriose bus matuojamas plySiy gijimas, jos
pazymimos zymekliu (Jakubovskis et al., 2021). PlySiy gijimo vertinimas atlickamas pirmaja
dieng prie$ pamerkiant bandiniu  vandenj ir po 7, 14, 21, 28 bei 35 dieny. Gauti matavimo

rezultatai naudojami plySiy gijimo koeficientui (Hc) apskaiciuoti, pagal formulg (3).
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3.REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1.Sporuy jvertinimas mikroskopu

Remiantis teorine medziaga, zinoma, kad betoninéje aplinkoje naudojamos
bakterijos turi biti alkalofilinés, idealiu atveju, formuojancios sporas, kad gebety islikti
nepalankiomis sglygomis, kurios gali susidaryti per betono konstrukcijos eksploatavimo laikg
(van der Bergh et al., 2021). Pereinant nuo proliferacinio gyvenimo biido prie latentinés fazés,
bakterijos riboja medziagy apykaitos veiklg ir kaupia geneting medziaga sporose, kol vél
susidaro palankios salygos (Sovljanski et al., 2022). ] betono misinj dedamos bakterijos turi
atlaikyti mechaninius jtempius dél maiSymosi, taip pat gebéti iSgyventi aerobingje aplinkoje.
Tokiomis savybémis, kurios gebéty iSgyvent betono miSinyje pasizymi Bacillus genties
bakterijos, tod¢l buvo atrinkta keli jy atstovai, siekiant patikrinti jy gydomyjy savybiy
pritaikyma betone (Zhu & Dittrich, 2016). Bandymuose naudota B. pseudofirmus, B. cohnii,
B. halodurans bakterijy ruSys dél didelio sporuliacijos intensyvumo ir gebé¢jimo iSgyventi
betono matricoje (Sharma et al., 2017). B. pseudofirmus bakterijy rusis — tai alkalofilinis
aerobas, iSskirtas i§ ezero dugno dirvozemio. Optimali augimo temperatiira 30 °C, pH apie 9,7,
taCiau auga ir 7,5 — 11,5 pH verciy intervale (Fahimizadeh et al., 2020). Bakterijy kamieny
mikroskopavimas pries ir po sporuliacijos atliktas jvertinti iSvaizdos ir spory kulttiros pokycius
(H.-J. Chen et al., 2019). Sporuliacijg patvirtina mikroskopiniu biidu gauti vaizdai pateikti 4
paveiksle, susidariusios endosporos nusidaziusios zaliai mélyna spalva. Bakterijy pavirSius
pries sporuliacijg (4 pav. A, C ir E) atrodo lygus ir tvarkingos lazdelés formos, po sporuliacijos
nuotraukose pastebima sumazéjusios, susitelkusios j sankaupas bakterijos ir susidariusios jy
sporos (4 pav. B, D ir F). EksperimentiSkai nustatyta, kad bakterijy kiekis prie§ sporuliacija
biina didesnis nei po sporuliacijos. Spéjama, kad bakterijos reaguodamos j nepalankias salygas,
1 sporas supakuoja savo DNR ir pacios mirSta. Remiantis stebimomis nuotraukomis, galima
daryti iSvada, kad sporuliacijos metodas yra tinkamas, aukStoje 80 °C temperatiiroje
sunaikinama dalis vegetatyviniy Igsteliy ir bakterijos geba formuoti endosporas nepalankiomis

salygomis (H.-J. Chen et al., 2019).
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4 pav. Bakterijy nuotraukos naudojant Sviesinio mikroskopo 1000 karty didinima, zaliai

mélyna spalva nusidaZziusios - bakterijy sporos, rozine — vegetatyvinés lastelés. A) C) E)
bakterijos prie$ sporuliacijg po vienos paros Sarminéje mitybingje terpéje (nuotraukose
matyti mélynos spalvos dazy artefaktai) (4. pseudofirmus, S. cohnii, H. halodurans); B) D)
F) bakterijos po 4 dieny sporuliacijos galutinéje paruostoje suspensijoje (4. pseudofirmus,

S. cohnii, H. halodurans)
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3.2.Bakteriju spory suspensijos gyvybingumo tikrinimas

Ivertinti bakterijy spory gyvybinguma paruostoje suspensijoje, iSmatuotas optinis
tankis spektrofotometru ir atliktas spory kiekio suspensijoje nustatymas serijiniu skiedimo -
s¢jimo metodu (2.3.3). Vidutinés bakterijy kultiiry spory koncentracijos po sporuliacijos

pateikta lentel¢je 8 apacioje:

8 lentelé. Bakterijy spory suspensijos koncentracijos nustatytos skiedimo — s¢jimo metodu

Bakterijuy kultara Spory koncentracija (bakterijy spory/ml)
A. pseudofirmus (6,82 £ 1,49) x 10'°
H. halodurans 4,77+ 0,91) x 10'°
S. cohnii (6,54 £0,96) x 10!

Paruostos suspensijos toliau buvo imobilizuojamos ant sepiolito daleliy kartu su

mitybinémis medziagomis, gauti rezultatai apraSomi tolimesniuose skyriuose.
3.3.Bakteriju sporu suspensijos imobilizavimo mineraluose vertinimas

Tyrimo metu pagal metodinés dalies apraSymg bakterijos pirmiausia
sporuliuojamos, o siekiant apsaugoti padermg, biologinés rusSys fiksuojamos porétame
lengvajame uzpilde ir tik tada jdedamos j betono misinj. Tokiu biidu akytas lengvas uzpildas
ne tik yra papildomas uZzpildas betone, bet ir tarnauja kaip apsauginé bakterijy spory talpykla.
Keliama hipoteze, kad tokia sistema gali labiau pagerinti bakterijy mineralizacijos betone
1gyvendinima ir s¢kmés rodiklj (H.-J. Chen et al., 2019). Sepiolitas dé¢l savo struktiiros ypatumy
pasiZzymi geromis sugerties ir reologinémis savybémis (Tian et al., 2019), struktiriskai
sudarytas 1§ centriniy oktaedriniy magnio sluoksnio bloky, tarp dviejy tetraedrinio silicio
dioksido sluoksniy, kurie tarpusavi susijungdami sudaro tunelius. Bloky ir tuneliy vientisa
struktiira auga pluosto kryptimi, tod¢l susidariusi sistema primena adatos forma (Biddeci et al.,
2023). Poliniame arba vandeniniame tirpale, sepiolito dalelés sugeria didel; kiekj daleliy
sudarydamos labai klampig suspensija (Tian et al., 2019), eksperimentiskai apskaiciuota 80 %
sepiolito vandens sugérimo geba (Sandalci et al., 2021). Atsizvelgiant | platy medziagos
panaudojima, jos mechaninés savybés labai svarbios, kad struktiira nebiity sugniuzdyta ar
sunaikinta iSoriniy jégy. Pagrindinés porétos medziagos mechaninés savybeés yra tvirtumas,
stipris lenkiant ir gniuzdant (Tian et al., 2019). Bakterijy spory tiesioginis jterpimas i betono
miSinj néra efektyvus, todé¢l jos imobilizuojamos sepiolite apsaugant nuo tiesioginio kontakto

su matrica (Sandalci et al., 2021). Tiriant MICP efekta bakterijose, nustatyta, kad bakterijy
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koncentracija ir pradinis maistiniy medziagy kiekis turi didelés reikSmés kalcio karbonato
nusodinimui. Lyginant miSinius, kuriuose skyrési bakterijy koncentracija, o pradinis maistiniy
medziagy kiekis buvo vienodas, efektyvesnis kalcio nusodinimas stebétas méginiuose su
didesne, 108 bakterijy spory/ml, koncentracija (Okwadha & Li, 2010).

Siekiant optimizuoti imobilizavimo sglygas, atlikti eksperimentai kei¢iant pradine
bakterijy koncentracijg ir sepiolito kiekj galutiniame miSinyje. Gauti rezultatai imobilizuotame
sepiolite lyginami su teoriniais rezultatais, remiantis naudota pradine spory koncentracija
imobilizavimo terpéje. Atliekant bakterijy spory optimalaus kiekio imobilizavimo
eksperimentus buvo pasirinkta prading suspensijg skiesti 10 000 ir 100 000 karty. Po 24 val.
sepiolito imobilizacijos galutiné gyvybingy bakterijy koncentracija tikrinta skiedimy — s¢jimo
metodu. Pastebéta tendencija, kad bakterijy koncentracija po 24 val. imobilizuotame sepiolite
padidéjo 100 ar 1000 karty lyginant su pradine teorine koncentracija galutinéje imobilizavimo
terpéje (9 lentelé). Eksperimentas kartotas tris kartus patvirtino tendencija, kad imobilizuotame
sepiolite per 24 val. bakterijy spory koncentracija padidéja 1000 karty. Tokie rezultatai
patvirtino, kad bakterijy spory pakartotinis kultivavimas lengvuose agregatuose atkuria jy

aktyvumg (H.-J. Chen et al., 2019).

9 lentelé. Bakterijy spory imobilizavimo mineraluose vertinimas

Bakteriju kultara Pradiné koncentracija Koncentracija po imobilizavimo
(bakteriju sporu/ml) (bakteriju sporu/ml)

A. pseudofirmus 10° (7,95+2,19)x 108
10° (1,60 £ 0,28) x 108
10% (5,77 £ 0,99) x 10!

H. halodurans 103 (6,64 £ 1,56) x 10"

S. cohnii 10® (8,73 +£2,77) x 10!

Tolimesniy tyrimy metu vertinant bakterijy gyvybinguma betono bandiniuose po
3, 7 ir 14 dieny pastebétas mazas bakterijy iSgyvenamumas, todél siekiant islaikyti gyvybingy
bakterijy spory kiekj mineralizacijos procesui, pasirinkta koreguoti imobilizavimo schema.
Pakartojus eksperimentus sepiolite imobilizuotos bakterijy kamieny A. pseudofirmus,
H. halodurans ir S. cohnii, teorinés koncentracijos buvo 10® bakterijy spory/ml, po 24 val.
fiksuota 1000 karty didesné koncentracija visy kamieny bandiniuose.

Atlikty eksperimenty duomenys jrodo, kad bakterijy koncentracija turi reikSmés
efektyviam gijimo procesui ir mazesné nei 10® bakterijy spory/ml bakterijy koncentracija

imobilizuotame sepiolite nejvykdo savaiminio betono gijimo proceso ir lastelés neislieka
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gyvybingos. Pradiniais duomenimis nustatyta, jog efektyvus bakterijy gyvybingumas
pastebétas, kai sepiolite imobilizuojama bent 100 karty didesné koncentracija, t.y 10'* bakterijy

spory/ml.
3.4.Bakteriju sporu gyvybingumo betono matricoje vertinimas

Pirmiausia reik¢jo jsitikinti, kaip bakterijos imobilizuotos sepiolite geba iSgyventi
betono matricoje. Siam tikslui jgyvendinti pagal 6 lenteléje pateikta schema buvo paruosti
betono méginiai. Pirmieji bandiniai buvo ruosti naudojant 15 g cemento, 0,75 g imobilizuoto
sepiolito su galutine bakterijy koncentracija 10% bakterijy spory/ml ir 10 g vandens. Paruosta
masé iSmaisyta ir palikta kietéti 3 dienas. Po 3 dieny bandinys suskaldytas ir dalis sugrista
grustuveliu, kad biity gauti milteliai. Kaip matoma i§ 5 paveikslo, raudonomis rodyklémis
pazyméta imobilizuoto sepiolito dalelés, kuriy pasiskirstymas betono bandinyje néra tolygus,

dalelés yra skirtingo dydzio ir formos.

5 pav. Betono bandinys po 3 dieny kietéjimo su jame matomomis imobilizuoto sepiolito

dalelémis (raudonos rodyklés)

1 g betono milteliy suspenduojamas 9 ml 10 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu (pH 9)
ir maiSomas 15 min, kad bakterijy sporos galéty iSsilaisvinti j tirpalg. Atlikus bakterijy
gyvybingumo tikrinimg pagal 2.2.8. skyriuje aprasyta metoda galutiné suspensija buvo
praskiesta 10 ir 10° karty, taciau bakterijy gyvybingumo nebuvo pastebétas. Atsizvelgus j
neigiamus rezultatus, kitg dieng serijiniu skiedimo-s¢jimo metodu pakartotas gyvybingumo
tikrinimas, suspensija skiesta maziau — 10* ir 10 karty, tatiau po 24 valandy bakterijy
gyvybingumas nebuvo fiksuotas. Dél mazo bakterijy gyvybingumo eksperimentas buvo
pakartotas ] betono méginj jdedant 2 kartus daugiau sepiolito (7 lentelé, antrosios sglygos).

Gyvybingumo tikrinimas atliktas su mazais skiedimais: 10° ir 10? karty, taciau bakterijy
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gyvybingumas taip pat nebuvo uzfiksuotas. Remiantis mazu bakterijy gyvybingumu
ankstesniuose eksperimentuose, bandymas kartotas sepiolite imobilizuojant 1000 karty didesng
prading bakterijy koncentracija. Bakterijy gyvybingumas tikrintas po 3, 7, 14 ir 21 dienos
(6 pav). Analizuojant duomenis pateiktus grafike, galima pastebéti, kad bakterijy
gyvybingumas bandiniuose néra tolygus, standartiniai nuokrypiai pagal imtj, néra statistiSkai
patikimi ir pabréZzia didelj kintamumg tarp skirtingy bandiniy. Toks pasiskirstymas galimas dél
nevienodo sepiolito smulkinimo lygio ir pasiskirstymo betono bandiniuose (5 pav.) bei
bakterijy gyvybingumo maz¢jimo dél cemento sgveikos. Po 14 dieny bakterijy gyvybingumo
tikrinimo pastebétas gyvybingumo sumazéjimas 1000 karty lyginant su pirmuoju tikrinimu (po
3 dieny bandinio kiet¢jimo), o po 21 dienos bakterijy gyvybingumas nebuvo fiksuotas.
Gyvybingy Iasteliy skaicius i$ esmés sumazéjo didéjant méginio amziui, o tai rodo, kad su laiku
mazg€jo ] cementg jtraukty spory gyvybingumas (Lee & Park, 2018). Ivertinus gautus rezultatus
ir atlikus literatiiring analize, taip pat galima daryti prielaida, kad bakterijy gyvybingumo testas
nebuvo atliktas naudojant tinkama metodika, dalis bakterijy nesugebé¢jo atsiskirti i§ betono
misinio. Tolimesniuose tyrimuose rekomenduojama palyginti bakterijy gyvybingumo
vertinimg naudojant ir kita metodika: mégintuvélius palikti inkubatoriuje 30 °C temperattroje
30 minuciy, su purtymu. Po to panardinti | vandens ultragarso vonig 20 minuciy, 30 °C
temperatiiroje, kad bakterijos buty atskirtos nuo matricos (Sandalci et al., 2021).

Mazas bakterijy iSgyvenamumas gali biti siejamas su netinkama imobilizavimo
metodika. Straipsniuose galima rasti informacijos, kad bakterijy sporos jkapsuliuotos j alginato
hidrogelio kapsules iSliko gyvybingos po kapsuliavimo ir betono maiSymo procesy iki 56 dieny
(Fahimizadeh et al., 2020; Wang et al., 2014). Nors naudojant per daug tusc¢iaviduriy kapsuliy
ar pluosty tai gali neigiamai paveikti betono konstrukcijos stiprumo savybes (Amran et al.,
2022), taciau tyrimuose naudojant kapsuliavimo sistemas pastebimas plySio uzsandarinimas ir

efektyvesnis bakterijy iSgyvenamumas (Castro-Alonso et al., 2019).
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A. pseudofirmus S. cohnii H. halodurans

Laikas, dienos

6 pav. | sepiolitg jkapsulivoty 4. pseudofirmus, S. cohnii, H. halodurans bakterijy

gyvybingumas cemento matricoje po 3, 7 ir 14 dieny
3.5.Betono bandiniy savaiminio gijimo stebéjimas vandenyje

Betono bandiniai, paruosti savaiminio gijimo steb¢jimui pagal metodinés dalies
apraSyma, buvo kietinami kambario sglygomis 7 dienas, véliau patalpinti j vandentiekio
vandens vonele. Kaip aprasyta metodingje dalyje (zitir. 2.2.9) pirmaja dieng prie$ pamerkiant |
vandenj, véliau kas 7 dienas, ty 7, 14, 21, 28 ir 35 dieng skaitmeniniu mikroskopu buvo
matuojamas plySio plotis. PlySiy uzpildymo efektyvumo jvertinimui kiekviename bandinyje
markeriu pazyméta 3 vietos, leidziancios kiekvieng kartg fotografuoti tg pacig bandinio vieta.
Pries gijimo procesa apskaiciuotas vidutinis plySiy plotis betono bandiniuose su skirtingomis

bakterijy kultiromis pateiktas lenteléje 10.
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10 lentelé. Pries gijimo procesg vidutiniskai apskaiciuotas plysiy plotis

Bakteriju kultara PlySio plotis (mm)
A. pseudofirmus 0,140 + 0,032 mm
H. halodurans 0,211 +£0,121 mm
S. cohnii 0,103 £0,029 mm

Toliau aptariami rezultatai apibiidina bandiniy gebé¢jimg gydyti susidariusius
plysius, rezultaty lyginimui pasitelkiamas apskaiciuotas plySio gijimo koeficientas, kurio
reikSmés svyruoja nuo 0 (negyja, pi = pt) iki 1 (visisSkas gijimas, p; = 0). Verta paminéti, kad Sis
koeficientas apima tik plySio pavirSiuje matoma uzsandarinima, o vidinio plySio sandarinimo,
kuris taip pat lemia medziagos eksplotavimo savybiy atkiirima, jvertinimas galimas pasitelkiant
tik kitus metodus (pavyzdziui, rentgeno arba neutroniné radiografija ir tomografija) (Ferrara,
2017) .

Didziausiu savaiminio gijimo efektyvumu pasiZzyméjo bandiniai su sepiolite
imobilizuotomis H. halodurans bakterijy sporomis (11 lentelé, 7 pav.). Tolygiai per 35 dienas
buvo pastebétas pilnas plySiy uzsandarinimas (He = 1,0) bandiniuose su H. halodurans
bakterijomis, bei bandinio su A. pseudofirmus bakterijomis (zidir. 11 lentel¢, 8 pav. A, B ir C

atitinkamai).

11 lentelé. Pradiniai plySiy plociai ir gijimo koeficientai skirtingy bakterijy kultiiry méginiuose

Bakteriju kultura Pradinis plySio plotis (mm) Uzpildymo koeficientas
H. halodurans 0,106 + 0,030 mm 1,000
0,118 £ 0,012 mm 1,000
0,085 £ 0,005 mm 1,000
0,415 £ 0,022 mm 0,117
A. pseudofirmus 0,128 £0,019 mm 1,000
0,109 + 0,005 mm 0,176
S. cohnii 0,105 £ 0,009 mm 0,505
Kontrolé 0,101 £ 0,009 mm 0,674
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7 pav. Betono bandiniy su imobilizuotomis H. halodurans bakterijomis savaiminio gijimo
mikroskopiniai stebéjimo rezultatai, kai pradinis plysio plotis (p;) buvo 0,106 mm.
Matavimai atlikti prie§ eksperimentg (0 diena), po 7 ir 14 dieny, apacioje pateiktas plysiy
gijimo efektyvumo (Hc) grafikas su priklausomybe nuo laiko

Kontroliniai betono méginiai, kuriuose néra bakterijy, taip pat parodé tam tikra
jtrikimy gijimg. Kaip matyti i§ 9 paveikslo, neigiamos kontrolés bandinio plySio gijimo
koeficientas po 35 dieny buvo Hc = 0,674, stebimas plySio sumazéjimas nuo 0,101 iki
0,033 mm. Toks autogeninis kontroliniy méginiy savigydos procesas apraSytas literatiiroje ir
patikrintas eksperimentiskai, gauti duomenys, kad plySiai iki 0,180 mm geba uzsisandarinti
(Wiktor & Jonkers, 2011). PlySio sandarinimas kontroliniuose méginiuose gali biiti siejamas su
daugeliu priezasciy. Tai gali biiti nenutrukstamo cemento daleliy hidratacijos proceso rezultatas
dél nepilno hidratacijos proceso ankstyvame periode ir kalcio karbonato kristaly nusodinimo
dél kalcio hidroksido karbonizavimo, toks procesas gali visiSkai uzpildyti jtriikkima, jei plySys
yra mazesnio plocio (Khaliq & Ehsan, 2016).

Bandymy rezultatai yra blogesni, nei tikétasi, bakterijy imobilizuoty j sepiolita
iSgyvenamumas ir savaiminio gijimo procesas nebuvo efektyvus. Toliau i§ 10 paveiksle
pateikto pavyzdzio, matyti, jog betono bandinys su S. cohnii bakterijy sporomis didziausias

plysio uzpildymo efektyvumas 0,505. Didesniy plySiy uzpildymas bandiniuose su
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H. halodurans bakterijomis taip pat nebuvo efektyvus, pavyzdys pateiktas priede A, 0,415 mm
ploc¢io plysys sumazejo iki 0,367 mm, gijimo efektyvumas buvo 0,117. Daugiau pavyzdziy
pateikta priede A.

Ivertinus betono bandiniy nuotraukas ir apskaiCiavus plySio ploCio gijimo
efektyvuma per visg steb¢jimo laikotarpj, pastebéta tendencija, kad bakterijos gamindamos
kalcio karbonatg nevisada tolygiai uZsandarina ply$j mazindamos jo spindj. Tolimesniuose
darbuose, pagal Luo ir kolegy moksliniame straipsnyje aprasyta bandyma, rekomenduojama
iSbandyti matuoti ne plySio plotj skirtingose bandinio vietose, o jvertinti plySio erdvés
kintamumag (ploto maZzé¢jimg) naudojant Image — J programing jrangg ir iSmatuojant tris
pasirinktus plysiy plotus (Luo et al., 2022). Gijimo efektyvumo koeficientui apskaiiuoti,
galima naudoti tg pacig formulg (3), kaip ir plySiy matavimo atveju, taCiau pakeisti ploto
vienetais apskaiiuotais Image — J kompiuterine programa.

Viena i§ priezasciy, kodél savaiminio gijimo efektyvumas galéjo biiti mazesnis nei
tikétasi, tai kad buvo pasirinktas trumpesnis betono bandiniy kietéjimo laikas. Literatiiros
duomenimis standartinémis saglygomis po 28 dieny betono matricoje hidratacijos procesai biina
baigti ir tokiame méginyje nebevyksta savaiminiai cemento daleliy pokyciai. Ankstyvas
bandiniy naudojimas gali sukelti cemento daleliy pakartoting hidratacija, kai Sios sureaguoja su

vandeniu (Ferrara et al., 2018).
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8 pav. Betono bandiniy plySiy nuotraukos: A) B) bandiniy su sepiolite imobilizuotomis H. halodurans bakterijomis gijimo mikroskopiniai steb&jimo
rezultatai, kai pradinis plySio plotis (p;) buvo 0,085 ir 0,118 mm. C) bandinio su sepiolite imobilizuotomis A. pseudofirmus bakterijomis gijimo
mikroskopinis stebéjimo rezultatas, kai pradinis plysio plotis (pi) buvo 0,128 mm. Desingje pateiktas plysiy gijimo efektyvumo grafikas su

priklausomybe nuo laiko, po 35 dieny stebétas pilnas plysio uzsandarinimas (He = 1)
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9 pav. Kontrolinio betono bandinio su maistinémis medziagomis imobilizuotu sepiolitu be bakterijy spory gijimo mikroskopiniai steb¢jimo
rezultatai, kai pradinis plySio plotis (pi) buvo 0,101 mm. Desinéje pateiktas plysio gijimo efektyvumo grafikas su priklausomybe nuo laiko, po 35

dieny stebétas dalinis plySio uzsandarinimas (He = 0,674)
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Laikas, dienos

10 pav. Betono bandinio su sepiolite imobilizuotomis S. cohnii bakterijy sporomis gijimo mikroskopiniai stebéjimo rezultatai, kai pradinis plySio
plotis (pi) buvo 0,105 mm. Desinéje pateiktas plySio gijimo efektyvumo grafikas su priklausomybe nuo laiko, po 35 dieny plysio uzpildymo
efektyvumas buvo 0,505
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[Sanalizavus literatiirg ir kity mokslininky eksperimentus, toliau pateikiamos
rekomendacijos tyrimo tobulinimui tolimesniuose darbuose. Van der Bergh su kolegomis
eksperimentiskai nustaté, kad j betono miSinj jmaiSius papildomai nebiologiniy komponenty, jy
atveju smélio, betono savybiy stiprumas pageréja 32 %. Pastebétas stiprumo pageréjimas gali biiti
paaiskintas cheminiu rySiu tarp bakterijy nusodinto kalcio karbonato ir konsolidacijos, kurig
skatina smélio dalelés, uzpildydamos plySius. Geriausi gydymo rezultatai buvo gauti miSinio
maiSymo faz¢je sujungus biologinius ir nebiologinius komponentus, kai tuo tarpu naudojant tik
bakterijy suspensija efektyvumas buvo 19 % (van der Bergh et al., 2021). Betono savybés taip pat
pageréjo ir kituose eksperimentuose naudojant smelj ir bakterijy kultirg savaiminiam betono
gijimui (Achal et al., 2013). Efektyvesnis plySiy gijimas pastebétas ir tuomet, kai | betono misinj
papildomai yra jmaiSoma maistiniy medziagy arba gydymas vyksta maistin¢je terpéje, o ne
vandenyje (Sandalci et al., 2021). Remiantis Siy eksperimenty duomenimis, galima daryti
prielaida, kad j betono misinj, kartu su cementu, jmaisius papildomy nebiologiniy ir/ar maistiniy
medziagy, gijimo efektyvumas galéty padideéti.

Kita vertus, jokie papildomi kiekybiniai pralaidumo ar savybiy atkiirimo testai
nebuvo atlikti jvertinti, koks savaiminio gijimo efektyvumas pasiektas, kai mikroskopiskai
stebétas pilnas plySio uzsandarinimas. Vizualinis vertinimas yra viena pagrindiniy priemoniy
jvertinti biologinio betono gijimo procesa, taciau literatiiroje pateikiamos rekomendacijos atlikti
skys¢iy ar dujy pralaidumo tyrimus (Ferrara et al., 2018). Itriikusiy ir sugijusiy betono bandiniy
pralaidumui vertinti galima iSmatuoti per bandinj pratekéjusj vandens kiekj per tam tikrg laikg. Pro
plysi prasiskverbiancio vandens kiekis maz¢ja, didéjant plySio uzsandarinimui (Van Tittelboom et
al., 2010).

Rekomenduojama tobulinti  biologinio betono miSinio sudétj, optimizuoti
mikroorganizmy rusis ir iSgyvenamumg betono matricoje. MiSrios bakterijos turi atkaklesnj
1Sgyvenamumag ir gali geriau atlikti uzduotj, todé¢l galima naudoti du ar daugiau mikroorganizmy,
sumaiSyty tam tikra proporcija. Bakterijy neSiklis yra svarbus veiksnys, turintis poveiki
savaiminiam betono gijimo efektyvumui, tod¢l verta atlikti daugiau tyrimy ar nesiklio sistema yra
tinkama, nes nustatyti optimaly mikroorganizmy pasiskirstymo tankj yra ganétinai sunku (Shen et

al., 2021).
3.6.Bakterijy mineralizacijos aktyvumo tikrinimas

Betono konstrukcijose pradéjus naudoti MICP bakterijy rasis, pastebéta, kad
pageréjo gniuzdymo jéga, sumazéjo vandens pralaidumas, pailgéjo medziagos ilgaamziskumas,
padidéja betoniniy sijy patvarumas. Vandens absorbcijos grei¢io sumaz¢jimas padidina medziagos

atsparumg skilimo procesams. D¢l aukstos pH reikSmés betono bandiniuose, ne visos bakterijy
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rasys geba gaminti kalcio karbonato kristalus. Specifinés bakterijy ruSys, kurios auga Sarmin¢je
aplinkoje pasirinktos ir Siame tyrime. Bakterijy geb¢jimas formuoti kalcio karbonato kristalus
ivertintas ant B4 terpés, pH apie 9, iSs¢jant bakterijy kulttiras ir auginant 3 paras (Zhu & Dittrich,
2016). Po trijy pary $viesiniu skaitmeniniu mikroskopu gautos nuotraukos paveiktos 11 paveiksle.
Kontroliniuose méginiuose, kuriy sudétyje nebuvo kalcito pirmtaky bakterijy kultiros uzaugo
tolygiai lygiais krastais, o 1¢kstelese, kuriose buvo kalcito pirmtaky: kalcio acetato arba kalcio
laktato, stebimas pakites vaizdas ir matomi nedideli susidarg kristalai bakterijy kulttros viduryje

ir/arba kraStuose.

Kontrolé Su kalcio acetatu Su kalcio laktatu

A. pseudofirmus

S. cohnii

H. halodurans

11 pav. A. pseudofirmus, S. cohnii ir H. halodurans bakterijy mineralizacijos vykdymo
tyrimas. Terpése su kalcio acetatu ir kalcio laktatu bakterijos nusodino kalcio karbonato
kristalus (kristaly susidarymo vieta pazyméta rodyklémis), lyginant su kontrolinémis

grupémis, kuriose kristalai nesusidaré

Mineralizacijos aktyvumo tyrimas patvirtina, kad tyrime naudotos 4. pseudofirmus,
S. cohnii ir H. halodurans bakterijy rusys geba aktyviai vykdyti MICP, kai pH yra Saminis ir
aplinkoje yra kalcio karbonato prekursoriy (kalcio acetato arba kalcio laktato), todél yra tinkamos

atlikti tolimesnius eksperimentus, kuriant savaime atsikuriantj biologinj betona.
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ISVADOS

Atlikty eksperimenty duomenys jrodo, kad bakterijy koncentracija turi reikSmés
efektyviam gijimo procesui, bakterijy gyvybingumas pastebétas, kai sepiolite
imobilizuojama bent 10'° bakterijy spory/ml.

Gyvybingy A. pseudofirmus, S. cohnii ir H. halodurans bakterijy spory skaicius
betono bandiniuose po 14 dieny sumazéjo 1000 karty, o po 21 dienos nebuvo
fiksuotas. Sie rezultatai, parodo, kad sepiolitas, kaip nesiklis, néra efektyvus ir
tinkamas apsaugoti bakterijy sporas nuo kontakto su betono matrica.

Bakterijy mineralizacijos tyrimas patvirtino, kad A. pseudofirmus, S. cohnii ir
H. halodurans bakterijy kamienai, Sarmingje terp¢je, geba nusodinti kalcio karbonato
kristalus.

Geriausiu plySiy gijimo efektyvumu pasizyméjo betono bandiniai su H. halodurans
bakterijy sporomis, greiciausiai uzpildytas plySys buvo per 14 dieny. Kity betono
bandiniy su H. halodurans, A. pseudofirmus ir S. cohnii bakterijy sporomis plySiai
buvo uzgydyti per 35 dienas arba nepasieké visisko uzpildymo per stebéta laika.
Rekomenduojama tobulinti biologinio betono miSinio sudét;, optimizuoti
mikroorganizmy riisis ir kiekius, jy iSgyvenamumag betono matricoje, apsvarstyti
bakterijy spory kapsuliavimo galimybe, jvertinti optimaly mikroorganizmy

pasiskirstymo tankj.
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12 pav. Betono bandiniy plySiy nuotraukos: A) bandiniy su sepiolite imobilizuotomis H. halodurans bakterijomis gijimo mikroskopiniai stebéjimo
rezultatai, pradinis plySio plotis (pi) sumazéjo nuo 0,337 mm iki 0,177 mm, gijimo efektyvumo koeficientas po 35 dieny — 0,474; B) bandinio su
sepiolite imobilizuotomis A. pseudofirmus bakterijomis gijimo mikroskopinis steb&jimo rezultatas, pradinis plySio plotis (pi) nuo 0,109 mm

sumazejo iki 0,090 mm, gijimo efektyvumo koeficientas — 0,176
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