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Streszczenie: Celem artykutu jest przedstawienie mikrobiologicznego procesu otrzymywania osadu wapnia (MICP,
z ang. Microbially Induced Calcite Precipitation). Podstawa technologii MICP jest aktywno$¢ komorek bakterii, ktore
s3 W stanie zmagazynowaé produkt metaboliczny COs?, ktory nastepnie reaguje z jonami wapnia w $rodowisku
naturalnym, w wyniku czego uzyskiwana jest struktura mineratu. Bakterie ureolityczne, prowadzace proces hydrolizy
mocznika przy udziale enzymu ureazy, okazaty si¢ najefektywniejsze przy tworzeniu osadu weglanu wapnia, a tym samym
najbardziej odpowiednie do celow biocementacji gruntow. Artykut przedstawia przeglad metod hodowli bakterii oraz prac
eksperymentalnych majacych na celu osiagnigcie najlepszych parametréw wytrzymato§ciowych badanego materiatu.

Stowa kluczowe: bakterie ureolityczne, biocementacja, ureaza, MICP.

1. Wprowadzenie

Bakterie naleza do organizmoéw prokariotycznych,
charakteryzuja si¢ niewielkimi rozmiarami od dziesigtych
czesei do kilkunastu mikronéw. Podstawowymi formami
morfologicznymi sg formy kuliste, cylindryczne i spiralne
(Kanska i in., 2006). Bakterie izolowane s3g z kazdego
srodowiska. Mozna je zaobserwowaé w glebie, wodzie
i powietrzu. Dodatkowo, wystepuja w bardzo duzym
przedziale stref temperaturowych, od Antarktydy
po Afryke, a nawet na terenach radioaktywnych. Komorki
bakterii, oprocz prostej budowy, charakteryzuja si¢
rowniez czestymi podziatami, co umozliwia otrzymanie
wielu organizméw w krotkim czasie i przy niskich
kosztach. W nauce, tak jak w Srodowisku, bakterie petnia
wazng role, caly czas znajdujac nowe zastosowania.

Pod wplywem dziatania okreslonych typoéw bakterii
zauwazono polepszenie wlasciwosci geotechnicznych
gruntow, to jest wspotczynnika filtracji, wilgotnosci,
wytrzymato$Ci na $cinanie, modutu $cisliwosci i stopnia
zageszezenia. Aplikowanie mikroorganizmoéw w miejsca,
gdzie planowana jest budowa, moze pozwoli¢
na uniknigcie osuwisk, nadmiernej filtracji i nadmiernego
osiadania. Standardowe metody stosowane w celu
wzmacniania gruntdw z uzyciem betonu Czy zawiesiny
twardniejacej, to jest metoda wgtgbnego mieszania gruntu,
cianki szczelne, §ciany szczelinowe trwale modyfikuja
srodowisko oraz sa kosztowne (Furstenberg i in., 1983;
Koda i in., 1988; Hapton i Edil, 1998; Yang i in., 1998;
Jelisic i Leppanen, 1999; Edil, 2003; Celik i Canakci,
2011).

Celem artykulu  jest przedstawieniec = mikro-
biologicznego procesu otrzymywania osadu wapnia
(MICP, z ang. Microbially Induced Calcite Precipitation)
w celu polepszenia  podstawowych  fizycznych
i mechanicznych parametréw podloza: wytrzymato$ci
na $cinanie, filtracji i modutu $cisliwosci.

2. Mikrobiologiczne uzyskiwanie weglanu wapnia

Proces mikrobiologicznego uzyskiwania osadu weglanu
wapnia jest coraz powszechniejsza metoda powstawania
ekologicznego materiatu budowlanego, stwarzajaca nowe
perspektywy w zakresie ekologicznego wzmacniania
gruntéw. Ekologicznego, poniewaz bez uzycia chemii
budowlanej, a jedynie z wykorzystaniem dostepnych
w $rodowisku naturalnym zwiazkéow. Predyspozycje
do wykorzystania zjawiska wytwarzania ureazy w celu
pozyskiwania ~ weglanu  wapnia w  procesach
mikrobiologicznych sa badane od lat osiemdziesigtych
XX wieku (Hammes 1 in., 2003). Wiele zrodet
potwierdzito, ze proces mikrobiologicznego uzyskiwania
procesu weglanu wapnia jest bardzo skuteczny, powoduje
wzrost parametru napr¢zenia $cinajacego oraz spadek
parametru przepuszczalnosci w gruntach Zwirowych
i piaszczystych (Van Paassen i in., 2010a). Nalezy jednak
pamigtac, ze proces MICP nadal jest w fazie badawczej
i nie byl jeszcze aplikowany na skale techniczna
(przemystowa). Dlatego wskazane sa dalsze badania nad
ta metoda w celu jej dopracowania i wprowadzenia
na rynek budowlany.

* Autor odpowiedzialny za korespondencje. E-mail: katarzyna_misiolek@is.pw.edu.pl
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Proces MICP opiera si¢ na naturalnej metodzie
wytwarzania mineraldw w  $rodowisku naturalnym.
Metoda tworzenia osadu weglanu wapnia przez
mikroorganizmy jest nieskomplikowany i szybko
prowadzi do uzyskania wysokich zawartosci CaCOs.
W reakcji hydrolizy bakterie poprzez rozklad jednego
jona mocznika uzyskuja jeden jon kwasu karbaminowego
i jeden jon amoniaku (1), po czym wskutek ponownej
reakcji hydrolizy kwasu karbaminowego powstaje jeden
jon kwasu weglowego i jeden jon amoniaku (2):

CO(NH, ), + H,0 — NH,COOH + NH, )
NH,COOH + H,0 — NH, + H,CO, 2)

Uzyskane produkty (to jest NH3 i H.COs) w dalszym
procesie sg roéwnowazone w wodzie, co prowadzi
do uzyskania wodoroweglanu (3), dwodch jonow
amonowych i dwoch wodorotlenkowych (4):

H,CO, <> HCO; +H* 3)
2NH, +2H,0 <> 2NH; +20H " 4)

Jony wodorotlenkowe powoduja wzrost pH, co moze
zmieni¢ stan roéwnowagi dwuweglanow, w wyniku czego
powstaje jon weglanowy (5). To powoduje wytracenie
jonéw wapnia. Zwigzki NH4" lokalnie podnosza odczyn
pH, co prowadzi do naglego tworzenia weglanu wapnia:

HCO; +H* +20H ™ «»COZ +2H,0 )

Przy wystarczajacym stezeniu Cayt i COs*
na powierzchni komorki bakterii tworzy si¢ osad CaCOs
6,7):

Ca*" +komodrkabakterii— komorka—Ca?" (6)

komérka—Ca**COZ — komérka—CaCO, 7

Obecno$¢ komorek bakterii odgrywa istotng role
w produkcji osadu CaCOs, poniewaz stanowig miejsce
zarodkowania i wplywaja na typ formowanego mineratu
(Jimenez-Lopez i in., 2007).

3. Bakterie wykorzystywane w procesie mikro-
biologicznego uzyskiwania osadu weglanu wapnia

Mikrobiologiczne uzyskiwanie osadu weglanu
wapnia, bedace podstawa technologii MICP opiera
si¢ na aktywnosci komoérek bakterii. W procesie MICP
wybrane mikroorganizmy magazynuja produkt
metaboliczny COs?", ktéry nastgpnie reaguje z jonami
wapnia w warunkach naturalnych, dzigki czemu
powstaje struktura mineratu. Opisang sekwencj¢ mozna
z tatwoscig odtworzy¢ w warunkach laboratoryjnych,
z wykorzystaniem takich elementéw metabolizmu
drobnoustrojow jak fotosynteza, hydroliza mocznika,
redukcja siarczanéw i wiele innych. Najskuteczniejsza
okazala si¢ metoda tworzenia weglanu wapnia przy
udziale bakterii prowadzacych proces hydrolizy mocznika
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przy udziale enzymu ureazy (De Muynck i in., 2010).

Jednym z najwazniejszych punktéw badan podczas
pracy nad procesem biocementacji gruntow jest
znalezienie bakterii, ktore produkujg duza ilo§¢ enzymu
ureazy, dzigki czemu powstaje S$rodowisko zasadowe
korzystne dla tworzenia osadu (Douglas i Beveridge,
1998; Ciurli i in., 1999; Warthmann i in., 2000; Roden
i in., 2002; Karatas i in., 2008; Dejong i in., 2010; Van
Passen i in., 2010b; Hamdan i in., 2011; Weaver i in.,
2011).

W wielu badaniach nad biocemenacja wykorzystano
bakterie Bacillus pasteurii, ktore sg bardzo aktywne przy
rozkladzie mocznika, a tym samym idealnie nadaja
si¢ do procesu mikrobiologicznego uzyskiwania weglanu
wapnia (Bang i in., 2001; Dejong i in., 2006; Dejong i in.,
2010). Wedlug nowej taksonomii nazwa bakterii Bacillus
pasteurii zostala zmieniona na Sporosarcina pasteurii
(Welland, 19/07/2010). W tabeli 1 przedstawiono
najbardziej aktywne kultury bakterii pod wzgledem
wytwarzania ureazy.

Tab. 1. Kultury bakterii wytwarzajace enzym ureazy (Sarda i in.,
2009)

Ilos¢
Kultury bakterii wytwarzanej ureazy
(urea/ml*)
Bacillus pasteurii 17,5
Brevibacterium ammoniagenes 12,5
Bacillus lentus 0,0

Objasnienia: * — jedna jednostka ureazy jest zdefiniowana jako ilo$¢
enzymu hydrolizujacego 1 mikromol mocznika/min/ml (Smith i in.,
1999).

3.1. Metody laboratoryjne izolacji i hodowli bakterii
wykorzystywanych w procesie MICP

Pozyskanie opisanych szczepow bakterii nie jest trudne
i mozna tego dokonaé na dwa sposoby. Pierwszy z nich,
zdecydowanie kosztowniejszy, to zakup szczepow
komercyjnych (na przyktad z kolekcji DSMZ — Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen Und Zellkulturen
lub ATCC - American Type Culture Collection).
Drugim sposobem jest samodzielna izolacja szczepow
ze $rodowiska naturalnego.  Bakterie  przydatne
w procesach biocementacji najlatwiej znalezé przy
wapiennych kamieniach, w glebach, w mulach Iub
osadach (Dick i in., 2006; De Muynck i in., 2010). Zrodta
literaturowe podaja rozne lokalizacje, gdzie udalo si¢
wyizolowaé szczepy o wysokiej wydajnosci weglanowe;j,
na przyktad region Sakarya w Turcji (Canakci i in., 2015),
czy region Bhuj w poéinocnozachodnich Indiach (Welland,

2009).
W Zaktadzie Budownictwa Wodnego i Hydrauliki,
Wydziatlu  Instalacji  Budowlanych,  Hydrotechniki

i Inzynierii Srodowiska, Politechniki Warszawskiej
wyizolowano szczepy produkujace enzym ureazy, z okolic
miejsc prowadzonych prac budowlanych lub z okolic
sktadowisk materiatow budowlanych w Warszawie
i Minsku Mazowieckim. Prébki gruntu zebrano



do jatowych pojemnikow, okoto 100 g kazdy, i szczelnie
zamykano. Pojemniki przechowywano w warunkach
chtodniczych (+8°C) do momentu wykonania posiewow.

Z kazdej probki wykonano izolacje szczepdw bakterii.
Izolacje przeprowadzono metoda ptytkowa Kocha
na podloze agarowe (Wzbogacony LAB-AGAR firmy
BIOCOPRP). Bakterie wysiewano stosujac posiew
powierzchniowy w postaci zawiesiny w wodzie jalowej,
nastepnie inkubowano przez 24 h w temperaturze 37°C.
Dominujace  szczepy przesiano metodag posiewu

redukcyjnego na podioze agarowe wedtug Christensena
(Podtoze z mocznikiem wedtug Christensena firmy BTL
sp z 0.0.). Posiewy inkubowano przez 24 h w 20°C
i 26°C. Zmiana zabarwienia podloza na kolor rézowy
$wiadczyla o wytwarzaniu enzymu ureazy przez szczepy
bakterii (rys. 1).

Rys. 1. Podloze agarowe wedtug Christensena zabarwione
na kolor r6zowy wskutek posiewu bakterii charakteryzujacych
si¢ zdolno$cig wytwarzania enzymu ureazy

Ze wzgledu na brak opisow w literaturze warunkow
izolacji i inkubacji szczepow bakterii, w artykule
zamieszczono jeden konkretny przyklad warunkow
hodowli.

4. Przygotowanie probek
4.1. Przygotowanie podioza namnazajgcego

W celu wprowadzenia wybranych szczepéw do probek
gruntu, bakterie nalezy namnozy¢. Przygotowano podtoze
namnazajace sktadajace sie¢ z bulionu 3 g¢/l, NaHCO3;
i moczniku 10 g/l (Canakci i in. 2015). Do podtoza
wprowadzono  szczepy bakterii i pozostawiono
na wytrzgsarce przez 48 h w temperaturze pokojowej.

4.2. Przebieg doswiadczenia biocementacji probek

Wedtug zrodet literaturowych proces mikrobiologicznego
uzyskiwania osadu weglanu wapnia najlepiej jest
przeprowadzi¢ w piaskach i zwirach (Van Paassen i in.,
2010a; Canakei i in., 2015). W ramach badan analizowano
cztery probki piasku pod katem wytrzymatosci na $cinanie
oraz cztery probki pod katem oceny zjawiska konsolidacji.

Katarzyna MISIOLEK

Wykonano probki o wymiarach 60x60x20 mm do badan
wytrzymato$ci na $cinanie, gdzie do trzech wprowadzono
trzy rézne szczepy bakterii, natomiast czwarta probka byta
probka testowa. Do pomiaru konsolidacji wykonano
probki cylindryczne o $rednicy 75 mm i grubosci 20 mm.
Podobnie jak do poprzedniego badania, do trzech probek
piasku dodano trzy rozne szczepy bakterii, natomiast
czwartg probke pozostawiono jako kontrolng. Wszystkie
probki inkubowano w temperaturze 80°C przez 30 minut
w celu zniszczenia mikroorganizmow, ktore mogly by
mie¢ wplyw na doswiadczenie. Po tym czasie do szesciu
probek wprowadzono szczep bakterii Bacillus pasteurii,
mocznik oraz CaCl, i pozostawiono je na 12 h
w temperaturze 28°C w celu przylaczenia si¢ do czastek
piasku. W przeno$ni mozna to wytlumaczy¢ jako
budowanie szkieletu przez bakterie na czastkach piasku,
dlatego bardzo wazne jest pozostawienie probek
w nienaruszonym stanie. Przez kolejne cztery doby co 6 h
do prébek wprowadzano podloze do zestalania. Podloze
zestalajace zawierato bulion 3 g/l, NaHCOs; 2,12 g/I,
NH4CI 10 g/l oraz mocznik 20 g/l. Przez caly czas probki
pozostawaly w temperaturze 28°C, bez mieszania czy
naruszania piasku. Nastgpnie probki przechowywano
w temperaturze 25°C przez kolejne pi¢¢ dni. Po tym
czasie probki byly gotowe do pomiaru konsolidacji oraz
do badania wytrzymatos$ci na $cinanie.

5. Skuteczno$¢ MICP w zwi¢kszaniu parametrow
wytrzymalo$ciowych gruntu wg dotychczasowych
prac badawczych

Skutecznos¢ MICP w  zwigkszaniu  parametréw
wytrzymato$ciowych gruntu zalezy gtéwnie od poziomu
pH, temperatury w Srodowisku, typu bakterii
i intensywnosci przeprowadzania hydrolizy mocznika.
W formie tabelarycznej przedstawiono zestawienie
dotychczasowych prac badawczych nad procesem MICP
(tab. 2). Natomiast w dalszej cze$ci artykutu szczegdtowo
opisano osiagni¢te wyniki badaczy Canakeci i in. (2015).

5.1. Zmiany pH

Canakci i in. (2015) przeprowadzili analizy pH probek
ze szczepami Dbakterii oraz na probce zerowej.
Poczatkowy poziom pH probek miescit si¢ w przedziale
od 7,5 do 8,0, a po 12 h od wprowadzenia szczepoéw
bakterii, mocznika oraz  CaCl,, wartos¢ pH
w zaszczepionych probkach wynosita okoto 9,3.
Osiagnigty wynik daje bardzo obiecujacy rezultat,
poniewaz podwyzszony poziom pH jest kluczowym
parametrem do tworzenia si¢ osadu weglanu wapnia
(Hammes i Verstraete, 2002). Autorzy doktadnie wyjasnili
przyczyny lokalnego podwyzszenia parametru pH.
W $rodowisku silnie zasadowym komorki bakterii
stanowig miejsce zarodkowania i wplywaja na typ
formowanego mineratu.
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Tab. 2. Zestawienie prac badawczych nad procesem MICP

Autorzy Szczep bakterii

Osiagnigte efekty

Sporosarcina pasteurii

Gorospe i in. (2013) (Bacillus pasteurii)

powstanie scementowanych bloczkdéw piasku, ktore po czasie ulegty
zniszczeniu ze wzgledu na uzycie martwych komorek bakterii.
W rezultacie bakterie zestality probke, jednak nietrwale, na bardzo

krotki okres czasu.

Anbu i in. (2016) Lysinibacillus sphaericus

zageszczenie ziarenek piasku na skutek dziatania podtoza
zestalajacego, brak doktadniejszych badan

Sporosarcina pasteurii

Canakei Tin. (2015) (Bacillus pasteurii)

uzyskanie zestalonych bloczkow piasku; zbadanie wytrzymatosci
na $cinanie oraz pomiar konsolidacji probek piasku (opis w artykule)

5.2. Badania wytrzymatosci na scinanie

Wytrzymatos¢ na $cinanie okresla si¢ na podstawie dwoch
parametrow, to jest spojnoscei i kata tarcia wewnetrznego.
Canakci i in. (2015) w celu porownania probek
ze szczepami bakterii z probka testows, przebadali
je wszystkie w aparacie skrzynkowym. Probki zostaty
poddane trzem warto$ciom napr¢zenia 13,6 kPa, 20,4 kPa
oraz 27,2 kPa. Najlepsze wyniki zaobserwowano przy
naprezeniu 13,6 kPa oraz przemieszczeniu poziomym
2  mm. Maksymalne przemieszczenie —osiggnigte
w badaniach to 6 mm. Autorzy zauwazyli przyrost kohezji
oraz kata tarcia  wewngtrznego w  probkach
mikrobiologicznych w pordéwnaniu do probki testowej.
Probki ze szczepami bakterii osiagnety warto$¢ kohezji
0 23% wigksza od probki testowej, natomiast kat tarcia
wewnetrznego byl o 21% wigkszy w probkach
mikrobiologicznych. Wyniki dowodza, ze bakterie
Bacillus pasteurii swoja aktywnoscig spowodowaty
wzrost wytrzymatosci gruntu na Scinanie.

5.3. Pomiary konsolidacji probek piasku

Pomiary konsolidacji probek piasku przeprowadzono
(Canakci i in., 2015) na probkach ze szczepami bakterii
(mikrobiologicznych) oraz na probce kontrolnej w celu
poréwnania wyniku. Podczas badan przy matej wartosci
naprezenia (miedzy 10 a 50 kPa) wyraznie widac roznice
miedzy probkami mikrobiologicznymi a probka testows.
Dla probek mikrobiologicznych w zakresie naprezenia
miedzy 10 a 50 kPa rdéznica wskaznika porowatosci jest
mniejsza niz dla probki kontrolnej i wynosi 0,2 (maleje
z poziomu 2,2 do 2,0). Réznica wskaznika porowatosci
dla probki testowej w zakresie od 10 do 50 kPa wynosi
0,4 (maleje z poziomu 2,5 do 2,1). Przy napre¢zeniu
powyzej 50 kPa wskaznik porowato$ci maleje w podobny
sposob we wszystkich probkach.

6. Podsumowanie

Celem artykutu bylo przedstawienie stanu wiedzy
dotyczacej wykorzystania procesu mikrobiologicznego
do wuzyskiwania osadu wapnia w celu zwigkszenia
parametrow  wytrzymatosciowych gruntow. Przeglad
literatury zostal wykonany w celu opracowania zatozen
pracy dotyczacej wykorzystania MICP w polskich
warunkach. Przedstawiono proces przygotowywania
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probek piasku do badan, inkubacji z bakteriami oraz
wyniki badan wytrzymatosciowych. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze metoda MICP korzystnie wplywa
na parametry wytrzymatosciowe gruntdw. Proces
mikrobiologicznego uzyskiwania osadu wapnia moze
mie¢ zastosowanie W przysztosci ze wzgledu na aspekty
ekologiczne. Stwarza on perspektywy dla innowacyjnej
biocementacji gruntdw. Metoda ta odnajdzie zastosowanie
w budownictwie wylacznie, gdy stanie si¢ tatwo dostgpna,
wydajna i wygodna, a proponowane metodyki zostang
udoskonalone w badaniach iniekcyjnych w skali
technicznej.
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ROLE OF UREASE ACTIVE BACTERIA
IN THE PROCESSES OF SOIL BIOCEMENTATION

Abstract: The aim of the paper is to present and describe
the use of microbially induced calcite precipitation process
(MICP). The basis of MICP process is bacterial metabolic
activity which thereby promotes the precipitation of calcium
carbonate in the form of calcite. Ureolytic bacteria that
hydrolyze urea, proved to be the most effective to perform
precipitation of calcium carbonate. Therefore their application
seems to be beneficial in the processes biocementation of soils.
The paper presents the methods of obtaining the urease active
bacteria and describes laboratory methods in order to achieve
the best strength parameters of tested soil.
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