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Podstawy i mozliwosci wykorzystania
procesu biomineralizacji weglanu wapnia

Weglan wapnia (CaCOj) jest jednym z najbardziej
rozpowszechnionych zwiazkéw chemicznych — stanowi
okoto 4% sktadu skorupy ziemskiej, tworzac osady geo-
logiczne, oceaniczne i biomineraty [1-3]. Jest podstawo-
wym sktadnikiem wielu skal, takich jak wapien, kreda,
marmur, dolomit i trawertyn, jak réwniez znajduje sig¢
w kosciach i zgbach, w szkieletach zewnetrznych skorupia-
kéw, pancerzach slimakow, koralach, pertach i muszlach.
Weglan wapnia ma ogromne znaczenie praktyczne — od
wiekOw stosowany jest jako material budowlany. Dzisiaj
wykorzystuje si¢ go w rdéznych gateziach przemystu i rol-
nictwa, a takze w medycynie i kosmetologii oraz w nowo
rozwijajacej si¢ dziedzinie — biomineralizacji na potrzeby
inzynieryjne [1-10].

Wytracanie weglanu wapnia w przyrodzie zachodzi na
drodze chemicznej wskutek zmian parametréw otoczenia,
lecz jego znaczaca czg$C powstaje w sposob biogeniczny
podczas biomineralizacji z udziatem organizméw zywych.
W procesach tych wazna rolg odgrywa stracanie indukowa-
ne mikrobiologicznie (microbiologically induced calcium
carbonate precipitation — MICP). Wsrdd nich proces zacho-
dzacy z udzialem bakterii ureolitycznych jest szczegdlny,
gdyz stal si¢ podstawg gldwnej techniki wykorzystujacej
biomineralizacj¢ CaCO;3 do zastosowan inzynieryjnych
i technicznych [2—-11]. Proces biomineralizacji weglanu
wapnia realizowany biomimetycznie pozwala na prze-
prowadzenie strgcania CaCOs; w tagodnych warunkach
i — co wazne — moze by¢ zastosowany w warunkach po-
lowych w uktadzie in situ. W ten sposdb proces ten sta-
nowi ekologicznie przyjazng i energooszczedng technike
do wykorzystania w wielorakich obszarach inzynieryjnych
w miejsce obecnie stosowanych praktyk, aby zminimali-
zowa¢ niekorzystny wptyw dziatalnos$ci cztowieka na $ro-
dowisko. W obszarach tych wytragcany CaCOj5 spelnia role
czynnika remediacyjnego i cementujacego [2—11], na przy-
ktad w celu oczyszczania wod z jonéw metali §ladowych
i radionuklidow, wzmacniania i konsolidacji gruntu i pia-
sku, uszczelniania formacji geologicznych, a takze w celu
ochrony i renowacji obiektéw budowlanych.

Osad CaCOj5 wytraca si¢ wowczas, gdy stezenia jonow
Ca?"i CO;3? spetniaja warunek iloczynu rozpuszczalnosci
zgodnie z rOwnaniem:

Ca?* + CO2 & CaCO5(s)

K, = [Ca? J[CO5* ) .
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w ktorym K jest iloczynem rozpuszczalnosci (w tempe-
raturze 25°C K =3,7-107°+8,7-107%). Osad wytraca sie
wowczas, gdy warto$é iloczynu [Ca>'][CO5> ]>K,. Wy-
tracajacy si¢ weglan wapnia krystalizuje w postaci odmian
polimorficznych, do ktérych zalicza sig trzy formy bezwod-
ne (kalcyt, aragonit i wateryt, z ktorych najtrwalszy jest
kalcyt) 1 dwie uwodnione (monohydrokalcyt CaCO5-H,O
oraz ikait CaCOj3-6H,0) lub tez tworzy fazy amorficzne.

Obok odpowiednich wartoéci stezen jonow Ca”*
i CO3%", wytracanie i mineralizacja weglanu wapnia s za-
lezne od wartoséci pH i dostepnosci centrow zarodkowania
krysztatéw [12]. Proces ten wymaga zasadowego pH, po
to by stworzy¢ warunki sprzyjajace tworzeniu si¢ jonow
weglanowych z jondéw wodoroweglanowych, podczas gdy
centra zarodkowania umozliwiaja kumulacje jonow do kry-
stalizacji. Mikroorganizmy moga tworzy¢ weglan wapnia
w obecnosci odpowiednio wysokich stezen jonow Ca?",
zmieniajac kazdy z tych parametréw [3,7,12] oddzielnie
lub w kombinacjach, lecz uwaza si¢, ze ich podstawo-
wym zadaniem jest zwigkszanie wartosci pH [1,3,7,12].
Wiaze si¢ je z aktywnos$cig takich mikroorganizmow, jak
fotosyntetyzujace cyjanobakterie i glony, bakterie redu-
kujace siarczany w procesie redukcji dysymilacyjnej oraz
bakterie zaangazowane w cykl azotowy poprzez amo-
nifikacje¢ aminokwasow, redukcj¢ azotanow 1 hydrolizg
mocznika [1,12]. Sposrdd tych aktywnosci, najczesciej
w badaniach do zastosowan inzynieryjnych wykorzystu-
je si¢ — jako prosta, szybka i wydajng — metod¢ opartg na
reakcji hydrolizy mocznika (ureolizy), ktora wykorzystuje
bakterie wykazujace aktywnosc¢ ureolityczna.

Aktywnosc¢ ureolityczna mikroorganizmow

Aktywnos$¢ ureolityczna mikroorganizméw jest wyni-
kiem obecnos$ci w ich komorkach ureazy (amidohydrolaza
mocznikowa, EC 3.5.1.5) katalizujacej reakcj¢ hydrolizy
mocznika, ktorej produktami sg kwas karbaminowy i amo-
niak, lecz wskutek spontanicznej reakcji hydrolizy kwasu
karbaminowego obserwowanymi produktami reakcji sg
kwas weglowy i amoniak [13,14]:

ureaza spontaniczna
(NH2)2CO ——»H,;N-COOH+NH3 ——»H;CO3+2NHj3 (2)
H,0 H,0

Ureaza jest enzymem szeroko rozpowszechnionym
w przyrodzie — wystepuje w licznych bakteriach, roslinach,
grzybach i glonach oraz w glebach (enzym glebowy). Ure-
azy sa biatkami wielkoczasteczkowymi, ktoére w zalezno-
$ci od pochodzenia roznig si¢ struktura biatkowa. Jednak
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niezaleznie od pochodzenia, wspdlng cecha ureaz jest
obecno$¢ w ich strukturze charakterystycznego centrum
aktywnego zawierajacego dwa jony Ni2". W konsekwencji
wszystkie ureazy spetniajg t¢ sama funkcje katalityczna,
jaka jest hydroliza mocznika i wykorzystuja ten sam me-
chanizm katalityczny. Produkty reakcji i wynikajacy z nich
wzrost wartosci pH do okoto 9,2, sa cechami charaktery-
stycznymi reakcji o znaczacych konsekwencjach, ktore —
w zaleznosci od uwarunkowan — sg szkodliwe, jak w me-
dycynie i w rolnictwie, albo korzystne — jak w przypadku
biomineralizacji CaCOs3.

Mimo wielu badan, mechanizm katalityczny ureazy do
dzi§ nie zostal ostatecznie rozwigzany [13,15-17]. Jego
rozwigzanie jest niezbedne do opracowania skutecznych
metod kontroli aktywno$ci ureazy zard6wno w procesach
naturalnych, jak i aplikacyjnych. Jedng z metod kontroli
aktywnosci enzymu jest uzycie inhibitorow [14,18,19]. Do
podstawowych grup zwiazkow inhibitujacych enzym nale-
73 amidy i estry kwasu fosforowego [15,21], tiole [20,21],
kwasy hydroksamowe [20,22], kwasy fosfinowe i tiofosfi-
nowe [19], kwas borowy [21], fosforan [20,21], jony me-
tali §ladowych [23,29], chinony [24,25] i fluorki [22,26].
Inng metoda kontroli aktywnosci ureazy jest immobili-
zacja [27,28], ktora polega na przeksztalceniu enzymow
w forme¢ unieruchomiong, zwykle poprzez ich osadzenie
na/w no$niku stalym, dzigki czemu otrzymuje si¢ uktady,
w ktorych struktury enzymow sg stabilizowane. Skutkuje
to polepszeniem stabilnosci enzymdéw oraz ich trwatoSci
operacyjnej i odpornosci na inhibicje [22,27,28].

Biomineralizacja CaCO; indukowana ureolitycznie

Proces biomineralizacji CaCO3 indukowany ureoli-
tycznie rozpoczyna si¢ od reakcji hydrolizy mocznika ka-
talizowanej przez ureazg [2—11,30,31]:

(NH,),CO+2H,0 — H,CO3+2NH; 3)

Produkty reakcji — kwas weglowy i amoniak — reagu-
ja z woda tworzac odpowiednio jony wodorowgglanowe,
amonowe i wodorotlenowe:

H,CO5 <> HCO; +H" 4)
NH;+H,0 <> NH, +OH"~ (5)

Jony wodorotlenowe wynikajace z reakcji (5) wywolu-
ja zwigkszenie wartosci pH, co stwarza warunki sprzyjaja-
ce tworzeniu si¢ jonow weglanowych:

HCO37+OH7 Aand CO327+H20 (6)

W s$rodowisku zawierajacym jony Ca?" w stezeniu spet-
niajagcym warunki iloczynu rozpuszczalnosci, zgodnie z re-
akcja (1), wytraca si¢ osad CaCOj3. Sumaryczny proces wy-
tracania CaCO5 w tych warunkach ma nastepujaca postac:

(NH,),CO+2H,0+Ca2" — 2NH,"+CaCOs(s) (7)

Proces wytracania osadu CaCOs z udziatem ureazy
zachodzi dzigki dwom charakterystycznym sktadowym
enzymatycznej hydrolizy mocznika, czyli jonom weglano-
wym i zwigkszonej wartosci pH. Gdy proces przeprowa-
dzany jest z uzyciem bakterii ureolitycznych, $ciany bak-
terii stuza jako centra zarodkowania CaCOj5 dzigki temu,
ze majg one ujemnie natadowane grupy funkcyjne, ktore
przyciagaja jony Ca®", co skutkuje ich kumulacja. W rezul-
tacie krysztaly rosng na zewngtrznej powierzchni komorek,
tworzac kolejne warstwy osadu, w wyniku czego komorki

finalnie zostaja uwigzione w osadzie [3,31]. Stracanie
weglanu wapnia indukowane ureolitycznie jest procesem
szybkim, ktory moze uzyska¢ duza wydajnos¢ w stosunko-
wo krotkim czasie [3-11,30,31].

Procedury

W celu przeprowadzenia reakcji wytragcania CaCO;
W miejscu rzeczywistym, trzy wymagane sktadniki minera-
lizacyjne, to jest bakterie/wolna ureaza oraz mocznik i jony
Ca®" w postaci roztworu wodnego, wprowadza si¢ w miej-
sce planowanej aplikacji. W zalezno$ci od zatozonego efek-
tu mineralizacyjnego, sktadniki te wstrzykuje si¢ lub nanosi
na powierzchni¢ w roznej kolejnosci. Na przyktad wprowa-
dzenie bakterii, mocznika i jondow Ca?" w postaci jednego
roztworu skutkuje zwykle natychmiastowym wytraceniem
krysztatdow CaCO5 na powierzchni materiatu [32]. W celu
uzyskania homogenicznego wytracania CaCOz w materiale
stosuje si¢ procedure dwufazowsg [33,34], wstrzykujac do
materiatu w pierwszej kolejnos$ci mieszaning bakterii i po-
zywek, nastepnie tak zwany roztwor fiksacyjny, a dopiero
potem roztwoér mocznika i jonéow Ca?". Po wytraceniu od-
powiedniej ilosci weglanu wapnia wewnatrz materiatu uzy-
skiwana jest jego trwala stabilizacja/konsolidacja.

Bakterie ureolityczne/wolna ureaza

W procesie ureolitycznej biomineralizacji CaCOs, jako
czynnik ureolityczny wykorzystuje si¢ opcjonalnie albo bak-
terie ureolityczne [3—10] albo wolng ureaze [11]. Sposrod
wielu bakterii mozliwych do uzycia najczesciej wykorzy-
stuje si¢ bakteri¢ glebowa Sporosarcina pasteurii [33—40],
a sposrod ureaz wolnych — ureazg ro$linng pozyskiwang
z nasion kanawalii mieczoksztattnej Canavalia ensiformis
[41-46]. Jakkolwiek proces biomineralizacji CaCOj5 jest
najczgséciej badany i przeprowadzany w warunkach polo-
wych z uzyciem bakterii, to uzycie wolnego enzymu ma
wiele zalet. Przede wszystkim proces enzymatyczny jest
znaczaco prostszy i tanszy, poniewaz nie wymaga hodowli
bakterii i ich przechowywania. Decydujaca o skuteczno$ci
procesu jest rowniez wielko$¢ czasteczek. Srednica cza-
steczki ureazy roslinnej (okoto 12nm) [11], w poréwnaniu
z typowa S$rednicg komoérek bakterii (0,5+5pum) [11,47],
pozwala na lepszg penetracj¢ w glab materialu. Ponadto za-
obserwowano, ze proces enzymatyczny skutkowat wytrace-
niem wigkszej ilosci CaCOj5 niz odpowiadajacy mu proces
bakteryjny. Zjawisko to przypisano wrazliwo$ci bakterii na
duze stezenia mocznika i/lub CaCl, [42] oraz obumieraniu
komorek uwigzionych w osadzie CaCO;. Wolny enzym
w warunkach biomineralizacji wyeksponowany jest nato-
miast na dziatanie inhibitorow, ktére rdwniez mozna wyko-
rzysta¢ do regulacji jego aktywnosci [14,37], a trwato$¢ en-
zymu mozna poprawi¢ stosujac jego forme unieruchomiong
[27,37]. Ponadto w odrdznieniu od bakterii, ktore moga po-
zostawa¢ aktywne po zakonczeniu procesu, stwarzajac ry-
zyko niekontrolowanego wzrostu, enzym ulega degradacji
nie powodujac szkodliwych skutkéw w ekosystemie [11].

Odmiany polimorficzne CaCO;

Cho¢ najczestsza odmiang polimorficzng obserwowang
w procesie biomineralizacji CaCOs jest kalcyt, to wykaza-
no roéwniez tworzenie si¢ waterytu i aragonitu w zaleznosci
od rodzaju uzytych bakterii/ureazy i warunkoéw procesu.
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Na przyktad w tych samych warunkach do§wiadczalnych
ureaza z kanawalii mieczoksztattnej wywotata tworzenie
kalcytu, a ureaza z bakterii Sporosarcina pasteurii — wa-
terytu [44]. W procesach prowadzonych z uzyciem bak-
terii Sporosarcina pasteurii otrzymuje si¢ z reguly kalcyt
[31,36,38,39]. Ponadto wykazano, ze wielko$¢, morfolo-
gia i stopien krystalicznosci otrzymywanych materialow
zaleza od rodzaju uzytej soli wapnia. Na przyktad wyko-
rzystujac do biomineralizacji CaCOj5 bakterie Sporosarcina
pasteurii zaobserwowano w przypadku CaCl, wytracanie
kalcytu, a w przypadku octanu, mleczanu i glukonianu —
waterytu o réznych ksztattach. Wielko$¢ otrzymanych
krysztatéw zmieniata si¢ w nastepujacej kolejnosci: mle-
czan>octan>CaCl,>glukonian [48]. Mimo wielu badan
nad biomineralizacja weglanu wapnia w réznych warun-
kach, ze wzgledu na udziat licznych sktadowych biologicz-
nych, chemicznych i materialowych, nie udato si¢ ustali¢
wigzacej zaleznosci, ktora odpowiada za powstawanie ma-
teriatdéw weglanowych w okreslonych ilo$ciach i o okre-
slonych wiasciwosciach strukturalnych [3,49].

Parametry procesu biomineralizacji

Do parametrow, ktore wptywaja na przebieg ureoli-
tycznego wytracania CaCO;5 zalicza si¢ przede wszyst-
kim liczebnos$¢ bakterii oraz stgzenia ureazy, mocznika
i jonow Ca®', jak rowniez wartosci pH i temperatury
[30,36,41,42,46]. Wykazano, ze wzrost st¢zenia ureazy
przyspiesza reakcje wytracania CaCO5 [41,42], podczas
gdy wzrost stezenia mocznika i jonow Ca’" powoduje
wzrost ilosci wytraconego weglanu wapnia, jednak tylko
do pewnej wartosci [30,36,41,42,46]. W tym wzgledzie
wykazano, ze przy okreslonych warto$ciach liczby bakte-
rii i stgzenia ureazy istniejg optymalne wartosci stezenia
mocznika i Ca®*, powyzej ktérych efekty niekorzystne,
w tym hamowanie aktywnosci bakterii oraz kumulacja soli
i mocznika w materiale, przewazaja nad efektami korzyst-
nymi [30,41,42].

Zasadowe pH, konieczne do wytracania CaCO5 zgod-
nie z rownaniem (6), zapewnione jest w uktadzie ureoli-
tycznym przez amoniak — rownanie (3), ktéory powoduje
szybki wzrost pH do okoto 9,2 [31,39]. Silnie zasadowe
pH stanowi jednak ryzyko dezaktywacji bakterii, a tym
bardziej wolnej ureazy, ktorej maksimum aktywnosci przy-
pada w obojetnym zakresie pH (okoto 7,2) [17]. Dane te
wskazuja, ze warunki procesu biomineralizacji powinny
by¢ optymalizowane w odniesieniu do wybranego uktadu
ureolitycznego. W przypadku temperatury wykazano, ze
jej wzrost nie ma praktycznie wptywu na szybko$¢ proce-
su prowadzonego przez bakterie, natomiast przyspiesza on
proces enzymatyczny [41,42]. Efekt ten jest zgodny z fak-
tem, ze do momentu dezaktywacji temperaturowej enzymu
szybkos¢ reakcji enzymatycznych ro$nie wraz z temperatu-
ra — w przypadku ureazy do wartosci 45+65°C [27].

Produkty uboczne

Niezaleznie od tego, czy biomineralizacja CaCO5 pro-
wadzona jest z uzyciem bakterii czy wolnej ureazy, w pro-
cesie tym powstaja takie same produkty uboczne. Jednym
z nich s3 jony amonowe (NH,4") powstajace w reakcji hy-
drolizy mocznika (5). Jony te moga powodowa¢ zakwasza-
nie srodowiska wynikajace z nitryfikacji NHj3, a takze prze-
barwienia powierzchni kamiennych [7,30,35], co mozna

prébowaé minimalizowa¢ przez zastosowanie w mozliwie
niewielkich ilo$ciach mocznika lub przez dodatkowe ope-
racje oczyszczajace po procesie biomineralizacji [5,7].
Produktem ubocznym tego procesu sg takze aniony za-
stosowanej soli wapnia, przy czym preferowana sola jest
CaCl, [30,31,33-35,38,39,41-45]. Wyboru soli nalezy
dokona¢ uwzgledniajac szkodliwos$¢ anionu w stosunku do
danego materiatu [7].

Wykorzystanie biomineralizacji CaCO;
indukowanej ureolitycznie

Liczne prace badawcze i inzynierskie dowodza, ze
proces biomineralizacji weglanu wapnia indukowany ure-
olitycznie, jako ekologiczna alternatywa wobec obecnie
stosowanych technik, moze znalez¢ zastosowanie w wielu
procesach remediacyjnych i naprawczych, ktérych sche-
maty przedstawiono na rysunku 1.

Remediacja wod zanieczyszczonych
metalami toksycznymi

MeZ* Woda

Me?* Me2*
CaCO3+MeCO3

Po remediacji

Przed remediacjg

Biokonsolidacja gruntu/piasku

Wigzanie CaCO3
Ziarna
gruntu/piasku

Przed konsolidacjg

Po konsolidacji

Wypetnianie porow i szczelin
w formacjach skalnych i betonie

Wypetnienie CaCO3

Formacja
skalna/beton

Po wypetnieniu

Przed wypetnieniem

Bioosadzanie warstwy powierzchniowej
na materiale porowatym

Woda Warstwa ochronna

= | C2C0s
Powierzchnia
porowata

Przed pokryciem Po pokryciu

Rys. 1. Schematy proceséw przeprowadzanych
z uzyciem biomineralizacji CaCO3
Fig. 1. Flow diagrams of processes based
on CaCOj3; biomineralization
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Remediacja woéd gruntowych
(usuwanie metali toksycznych i radionuklidéw)

Zanieczyszczenie Srodowiska metalami toksycznymi
i radionuklidami stanowi powazne zagrozenie zdrowia lu-
dzi i stanu §rodowiska naturalnego. Obecno$¢ metali tok-
sycznych (arsen, miedz, chrom, kadm, rt¢¢, otdw i inne)
w glebie i wodach gruntowych wynika z dziatalnoS$ci prze-
mystu, glownie gorniczego i metalurgicznego. Konwencjo-
nalne techniki remediacji obejmuja zarowno fitoremediacje,
chemiczne wymywanie zanieczyszczen z gleby oraz biore-
mediacj¢ z uzyciem bakterii opornych na dziatanie meta-
li toksycznych [3,4,6,8,9], jak i typowe procesy fizyko-
chemiczne, takie jak wytracanie osadow, odparowywanie,
adsorpcja, wymiana jonowa i separacja membranowa [6].
Techniki te s3 ocenianie jako kosztowne i niewystarcza-
jaco sprawne w dluzszym czasie stosowania [3,4,6,8].
Podobnie oceniane sg tradycyjne techniki usuwania radio-
nuklidow (°Sr, UO,%*, 0Co) oparte na metodzie ,,pompuj
i oczyszczaj” (pump-and-treat) [3,4,6,8,9]. Ureolitycznie
indukowana biomineralizacja CaCOj5 stanowi skuteczng
alternatywe¢ usuwania metali toksycznych i radionuklidow
poprzez ich wychwytywanie do fazy stalej [3,4,6,8,9,38].
Polega ona na wspotstracaniu osadéw, w ktorych usuwane
kationy wbudowuja si¢ w sie¢ CaCO3, zastepujac w niej
kationy Ca®". Prowadzi to do unieruchomienia kationow
w sieci weglanu wapnia, co spowalnia ich przemieszcza-
nie si¢ w srodowisku. Proces ten jest narazony na dezak-
tywujace dziatanie jonéw metali sladowych na bakterie
i ureaz¢ [23], jednak mozliwym rozwigzaniem tej prze-
szkody jest zastosowanie preparatow ureazy unierucho-
mionej na nos$niku [22,29].

Wzmacnianie i konsolidacja gruntu i piasku

Wiasciwosci mechaniczne gruntéw sa wypadkowa
uwarunkowan naturalnych, proceséw erozji oraz dzialal-
nosci cztowieka. Wobec rosngcych wymagan w obszarze
inzynierii ladowej, grunt czgsto nie spetnia warunkoéw do
uzycia w przewidzianym projekcie konstrukcyjnym, na
przyktad pod budowe drog czy do posadowienia budowli
[2-6,10,34]. W takiej sytuacji grunt poddaje si¢ wzmocnie-
niu i konsolidacji. Stosowane w tym celu techniki obejmuja
miedzy innymi drenaz, zaggszczanie, techniki wibracyjne,
kolumny piaskowe i kamienne oraz cementacj¢ chemiczna
[5,43], sposrod ktorych najpowszechniej stosowana jest
ostatnia z tych metod. Technika ta polega na wstrzykiwaniu
w grunt ptynu cementujacego, ktéry twardniejac wypetnia
przestrzenie miedzy ziarnami, odgrywajac w ten sposob
role spoiwa. Do substancji uzywanych w tym celu mozna
zaliczy¢ cement, bentonit, krzemiany oraz zywice epoksy-
dowe, akrylamid i poliuretan. Chemiczna cementacja grun-
tu, chociaz skuteczna, budzi powazne zastrzezenia — nalezy
tu wymieni¢ kosztochlonno$¢ i szkodliwosé¢ ekologiczna
zwigzang z takimi zjawiskami, jak nadmierne zmniejsze-
nie wodoprzepuszczalno$ci gruntu, zaktocenie ekosystemu
przez wprowadzenie toksycznych/szkodliwych materia-
Iow cementujacych i znacznych ilosci rozpuszczalnikow
organicznych oraz zwigkszenie wartosci pH wod grunto-
wych [5,43]. Ponadto cement — powszechnie uzywana
substancja wzmacniajgca — jest produktem ekologicznie
problematycznym z uwagi na fakt, ze jego roczna §wiato-
wa produkcja, wynoszaca obecnie 4,5 mld ton, jest odpo-
wiedzialna az za 5+7% globalnej emisji antropogenicznego
CO, oraz okoto 5% globalnego zuzycia energii do celow
przemystowych [50].

Majac na uwadze zasady zréwnowazonego rozwoju,
konieczne staje si¢ zastgpienie lub co najmniej uzupehie-
nie stosowanych praktyk wzmacniania i konsolidacji grun-
tu/piasku nowymi, przyjaznymi ekologicznie materiatami
i praktykami. W tym konteks$cie oczywistym rozwigzaniem
jest proces ureolitycznej biomineralizacji we¢glanu wapnia,
w ktorym CaCO5 wytragcony wewnatrz gruntu/piasku spet-
nia role substancji cementujacej, stusznie nazywanej bio-
cementem [3—6, 10]. Liczne badania laboratoryjne i proby
pilotazowe w warunkach polowych [33-35,42,43,46,47]
pokazuja, ze proces ten jest skuteczny i moze by¢ zastoso-
wany do rozwigzywania takich zjawisk, jak erozja i wymy-
wanie, niestabilno$¢ skarp i zboczy, niska no$nos$¢ gruntu
do posadowienia obiektow budowlanych, budowa tuneli,
nieszczelnos¢ tam i watdow przeciwpowodziowych oraz
plynnos¢ gruntdéw w obszarach sejsmicznych [3-5,10].
Moze by¢ on réwniez wykorzystywany do budowy pod-
ziemnych przeston uszczelniajacych oraz do uszczelniania
dna stawow i zbiornikéw wodnych [4, 10].

Szacuje sie, ze koszt surowcow uzywanych w cementa-
cji chemicznej 1 m? gruntu wynosi 1,8+64 euro, natomiast
w biocementacji przy uzyciu tanich odpadowych materia-
tow organicznych (rolniczych i ogrodniczych) jako pozy-
wek bakteryjnych — tylko 0,4+8 euro [10]. Przy zatozeniu,
ze koszt wstrzykiwania surowcow do gruntu w obu tech-
nikach jest porownywalny, to biocementacja (z uzyciem
tanich pozywek) przedstawia si¢ jako proces znacznie bar-
dziej ekonomiczny [10].

Intensyfikacja wydobycia ropy naftowej

Ropa naftowa ma podstawowe znaczenie w gospodar-
ce §wiatowej jako surowiec w przemysle chemicznym,
a przede wszystkim jako jeden z najwazniejszych surow-
cow energetycznych. W wydobyciu ropy naftowej kon-
wencjonalnie stosuje si¢ metody pierwotne (wykorzystu-
jace energie zlozowa 1 pompowanie) oraz nawadnianie,
ktére pozwalaja na wydobycie ok 25+30% zawarto$ci
zloza. Oznacza to, ze zloza uznane za wyeksploatowane
zawierajg ciagle okoto 65% niewydobytej ropy [1,51].
W S$wietle oszacowan ekonomicznych, ktore wskazuja,
ze wydobycie ropy pozostajacej w wyeksploatowanych
zlozach zwigksza zasoby surowca szybciej niz poszu-
kiwanie nowych z16z, stosuje si¢ dodatkowe — bardziej
zaawansowane — metody, okre$lane jako intensyfika-
cja wydobycia ropy naftowej [1,41,42,51]. Sg to zwy-
kle metody termiczne i chemiczne, ktérych uzycie jest
jednak kwestionowane ze wzgledu na wysokie koszty
i szkodliwos$¢ §rodowiskowa. Ich alternatywa sa metody
mikrobiologiczne, w tym selektywne wypelnianie porow
w podtozu skalnym ztoza ropy naftowej weglanem wap-
nia biomineralizowanym in situ, pozwalajace na wypel-
nianie obszaréw skalnych zawierajacych pory o duzych
rozmiarach, z ktorych ropa zostata usuni¢ta metodami
pierwotnymi. Powoduje to przekierowanie przeptywu
wody wymywajacej rop¢ w obszary o porach mniejszych,
z ktorych niewyeksploatowana ropa jest w ten sposéb po-
zyskiwana [41,42].

Sekwestracja geologiczna dwutlenku wegla

Celem sekwestracji geologicznej CO, (wychwytywa-
nie i przechowywanie CO,) jest ograniczenie emisji CO,,
pochodzacego ze spalania paliw kopalnych, do atmosfe-
ry, aby zmniejszy¢ jego udzial w globalnym ociepleniu
i zakwaszaniu oceandéw [1,40]. W procesie tym CO, jest
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wychwytywany z duzych przemystowych zrodet emisji,
na przyktad elektrowni zasilanych paliwami kopalnymi,
nastepnie sprezany do stanu nadkrytycznego i transpor-
towany do miejsca sktadowania, gdzie jest wtryskiwany
do gruntu, zwykle na glgboko$¢ okoto 1 km. Jako miejsca
sktadowania stuza wyeksploatowane ztoza ropy naftowej
i gazu, solankowe warstwy wodonosne lub pozabilanso-
we poktady wegla. Miejsce sktadowania CO, powinno
charakteryzowac si¢ wysoka porowatoscia i przepuszczal-
noscia, lecz warstwa skalna powyzej winna mie¢ mala
przepuszczalno$é, aby zapobiec wydostawaniu si¢ gazu
na powierzchnie. W tym kontekscie prowadzone sg bada-
nia nad wdrozeniem biomineralizacji CaCO; jako techni-
ki uszczelniania warstw skalnych zamykajacych miejsca
sktadowania CO, oraz cementu zamykajacego odwierty,
poprzez wypelianie pordéw i szczelin tych materiatow we-
glanem wapnia wytragcanym in situ [40]. Wazny dla tego
zastosowania jest fakt, ze ani bakteria Sporosarcina pasteu-
rii [52], ani wolny enzym [16] nie tracg aktywno$ci w wa-
runkach ci$nienia i temperatury w miejscach sktadowania
(p>8,9MPa, t>32°C) [52].

Renowacja i ochrona materiatéw budowlanych

Materiaty budowlane ulegaja niszczeniu wskutek fi-
zycznych, chemicznych i biologicznych procesow wietrze-
nia [7,32], ktore obecnie ulegly znacznemu przyspiesze-
niu z uwagi na zanieczyszczenie powietrza tlenkami siarki
i azotu. Wietrzenie prowadzi do postgpujacego ostabienia
struktury budowli, budynkéw, pomnikoéw i rzezb z wapie-
nia/marmuru, betonu czy cegiel. Do ich renowacji, kon-
serwacji i ochrony stosuje si¢ liczne techniki [7]. Podczas
gdy repelenty wody stosuje si¢, aby chroni¢ powierzchnig
materiatow przed wnikaniem wody, substancje cementuja-
ce stosuje si¢ po to, aby wzmocni¢ strukture wewnetrzng
materiatéw. Zadna z tych technik nie jest jednak uznawa-
na jako w petni satysfakcjonujaca. Zabiegi powierzchnio-
we przeprowadzane z uzyciem zywic akrylowych i epok-
sydowych skutkuja zbytnim uszczelnieniem materiatu
prowadzacym do jego destrukcji, a gdy stosuje si¢ je do
cementacji, tworza wypehienia poréw o wilasciwosciach
termicznych 1 mechanicznych innych niz materiat, w wy-
niku czego powstaja naprezenia skutkujace jego pekaniem.
Oczywista wada tych zabiegéw jest koniecznos¢ uzywa-
nia duzych ilo$ci rozpuszczalnikdw organicznych. Z kolei
zabiegi przeprowadzane z uzyciem zwigzkow nieorganicz-
nych, na przyktad metoda wody wapiennej lub barytowej,
nie sg skuteczne w wytworzeniu wzmocnienia struktural-
nego materialu, a powstate warstwy powierzchniowe sa
kruche i tatwo si¢ ztuszczaja. W tej sytuacji indukowana
ureolitycznie biomineralizacja CaCOs, przeprowadzana
w materiale in situ, jest korzystnym rozwigzaniem, szcze-
golnie do zastosowania w sektorze restauracji dziedzictwa
kulturowego do konserwacji zabytkow kamiennych, do ich
cementacji strukturalnej, lecz gldwnie do osadzania warstw
powierzchniowych [7,32].

Wapien jest materialem najlepiej nadajacym si¢ do reno-
wacji z uzyciem biomineralizacji CaCOs5 [7,32,53], ponie-
waz jest on tym samym produktem mineralnym co materiat
poddawany renowacji oraz — co wazne — otrzymuje si¢ go
w naturalny sposob, co gwarantuje catkowita zgodnos¢ obu
materiatow i ich trwale scalenie. Pionierskim wykonaniem
tego procesu byla renowacja wiezy kosciota $w. Medarda
w Thouars we Francji w 1993 r. [32]. Stwierdzono wow-
czas, ze wodoprzepuszczalno$¢ wapienia zmniejszyta si¢

dwukrotnie, wyglad zewnetrzny $cian nie ulegt zmianie,
przy czym procedura wymagata wielokrotnego powtorze-
nia. Od tego czasu prowadzone sg w roéznych osrodkach
akademickich [7,32, 53] intensywne badania nad optymali-
zacja procedur biorenowacji wapienia, gtdwnie do bioosa-
dzania warstw ochronnych, gdzie obserwowane grubosci
warstw wynosza 2+5um [7,32]. Renowacja ta znajduje
uznanie glownie we Francji [7].

Kolejnym popularnym materiatem budowlanym jest
beton, ktorego roczna $wiatowa produkcja wynosi oko-
to 7mld m3. Jest to materiat tani, powszechnie dostep-
ny, mocny, lecz niestety podatny na uszkodzenia, przede
wszystkim pod wplywem cykli zamarzania i topnienia.
Powstajace w ten sposob pekniecia utatwiaja wnikanie wil-
goci do jego wngtrza, co prowadzi do korozji zbrojenia.
Szacuje si¢, ze tylko na terenie Unii Europejskiej naprawa
konstrukcji betonowych (zwykle metodami chemicznymi)
pochtania rocznie 5,8 mld euro. W tym kontekscie wypel-
nianie uszkodzen droga biomineralizacji CaCO5 stanowi
nowa, oszczedna i ekologiczng propozycj¢ naprawy kon-
strukcji betonowych [54-56]. W procesie tym nalezy ko-
niecznie chroni¢ bakterie/ureaz¢ przed dezaktywacja cha-
rakterystycznym w przypadku betonu silnie zasadowym pH
(11+13), stosujac na przyktad immobilizowane preparaty
bakterii lub enzymu [37], a takze chroni¢ zbrojenie przed
korodujacym dziataniem jonow Cl, stosujac na przyktad
octan wapnia w miejsce CaCl, [4,7]. Otrzymywane gru-
bosci warstw ochronnych na materiatach betonowych wy-
nosza 10+=50um [7,54]. Szacowany catkowity koszt pro-
cesu bioosadzania (bakterie — 2,2+3,3 euro/m?, pozywki
bakteryjne — 7+15 euro/m? + powtérzenia procesu) wynosi
zwykle 23+28 euro/m?, a w przypadku powierzchni silnie
zdegradowanych — 35+40 euro/m? [7]. Liczby te wskazuja,
ze proces ten, w porownaniu z tradycyjnymi procesami che-
micznymi, nie jest ekonomiczny. Jednak, jesli obnizy¢ koszt
pozywek, stosujac na przyktad namok kukurydziany (cena
1,5 euro/dm?), to catkowity koszt procesu ogranicza sie do
0,3+0,7 euro/m?, co czyni go w petni ekonomicznym [55].

Samonaprawiajacy si¢ beton (biobeton) jest ekologicz-
ng odpowiedzig na zapotrzebowanie na beton i na podat-
no$¢ betonu na erozj¢ [57]. Biobeton tworzy si¢ dodajac
do typowego betonu w procesie mieszania kapsutkowane
bakterie wraz z pozywka (mleczan wapnia). W chwili, gdy
wskutek peknigcia w betonie pojawia si¢ woda, uwalnia
ona bakterie, ktore zuzywajac mleczan wapnia wytwarzajg
weglan wapnia. W ten sposob nastepuje samodzielne wy-
petnienie peknigé w betonie. Aby uniknaé wptywu jonow
amonowych na korozj¢ zbrojen, zastosowano alkalofilowe
bakterie z rodzaju Bacillus, ktoére w postaci zarodnikow sg
zdolne do przezycia bez tlenu i substancji pokarmowych.
Nie stwierdzono zmian wilasciwosci wytrzymatosciowych
betonu wskutek obecnos$ci bakterii. Szacuje sig, ze biobeton
jest o potowe drozszy niz zwykly, lecz jego koszt zrekom-
pensuja oszczednosci na remontach zwyktych konstrukceji
betonowych. Wynalazek ten wydaje si¢ szczeg6lnie poza-
dany w konstrukcjach podziemnych lub podwodnych oraz
w konstrukcjach stuzacych do przechowywania odpadoéw
niebezpiecznych, ktérych naprawa nie begdzie wymaga-
fa obecnosci ludzi. Interesujaca jest rowniez mozliwosé
zastosowania biobetonu do oczyszczania wody zaréwno
w zbiornikach sztucznych (domowe, przemystowe, fon-
tanny, baseny) jak i naturalnych akwenach (jeziora, stawy,
rzeki, kanaty). Wprowadzenie biobetonu bedzie skutkowa-
fo zmniejszeniem zapotrzebowania na cement i w konse-
kwencji ograniczeniem emisji CO, i zuzycia energii [50].
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Podsumowanie

Zamyst uzycia biomineralizacji CaCO3 indukowane;j
ureolitycznie, jako techniki inzynieryjnej do remediacji,
wzmacniania i uszczelniania materiatow, jest innowacyj-
nym i obiecujacym krokiem w kierunku zastapienia obec-
nych technik metoda energooszczgdng i przyjazng $rodo-
wisku, zgodng z wymaganiami jego ochrony. Ekologiczne
znaczenie tej techniki, w porownaniu do obecnie stosowa-
nych metod, polega na tym, ze nie korzysta si¢ z cementu,
polimerow i rozpuszczalnikdw organicznych, a uzywang
substancja jest weglan wapnia, minerat naturalny wytraca-
ny in situ z roztworéw wodnych w sposob biomimetyczny.
Dalszy rozwoj i wdrozenie tej metody do praktyki zalezne
sa od rozwigzania jej ograniczen, do ktorych nalezg pro-
dukty uboczne, czas zycia bakterii, kosztochtonnos¢ po-
zywek bakteryjnych i stopien skomplikowania zalezny od
licznych czynnikow biologicznych, chemicznych i geolo-
gicznych, trudnych do ujgcia modelowego. Jest to problem
interdyscyplinarny, ktory moze by¢ rozwigzany we wspot-
pracy inzynieréow Srodowiska i budownictwa, geologow,
chemikow i1 mikrobiologéw, czego efektem bedzie pelna
eksploatacja tej techniki oraz jej wprowadzenie na rynek
technik stosowanych w inzynierii Srodowiska, inzynierii
ladowej i geotechnicznej oraz w konserwacji zabytkow.
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Abstract: Calcium carbonate (CaCO3) is a substance wide-
spread in nature and used in numerous practical applications. In
nature, its biomineralization relies, among others, on microbio-
logically induced precipitation processes. One of such process-
es is precipitation induced by ureolytic bacteria. If performed in
a biomimetic manner, the process is carried out under mild con-
ditions and, most importantly, can be employed in field applica-
tions in situ. Therefore, the process constitutes an eco-friendly
and energy-saving technique to be used as an ecological al-
ternative to conventional techniques in a variety of engineering
fields. In these fields, CaCOj serves as a remediating and ce-
menting agent, for instance to (1) clean waste- and groundwater
from toxic metals and radionuclides, (2) strengthen and consoli-
date soil and sand, (3) seal geological formations to enhance oil
recovery and geologic CO, sequestration, (4) repair stone and

concrete structures, and (5) cover surfaces of these structures
with protective layers. Although already in use in the sector of
protection and renovation of stone monuments, to date the tech-
nique has remained mostly under research and optimization. To
become fully implementable as a reliable and economically via-
ble technique, it still requires further research in order to address
its limitations, focus on parametrical optimization, up-scaling and
life-size field experiments. All these, in an interdisciplinary effort
of geologists, microbiologists, chemists, civil engineers and con-
servators of historic monuments, will move this eco-friendly and
innovative branch of engineering from laboratory to field applica-
tions in the environmental and civil engineering, geotechnology
and conservation of historic buildings. Given its eco-potential
and innovativeness, in this study the principles of the technique,
advantages, possible applications and challenges are reviewed.

Keywords: Biomineralization, CaCOg, bacteria, urease,
engineering, groundwater, soil, oil recovery, CO, sequestration,
historic monuments.





