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Streszczenie

Zastosowanie mikroorganizmow stymulujgcych wytrgcanie we-
glandw, ktére moga wypetniaé powstajgce w mikrostrukturze
kompozytéw cementowych spekania [MICP], zyskuje w ostatnich
latach zainteresowanie jako alternatywny sposéb samonapra-
wy tych materiatow. W artykule przeanalizowano efektywnosc¢
powierzchniowej aplikacji srodkéw naprawczych z zeolitu NaX
i bentonitu, spor bakterii Bacillus subtilis oraz roztworéw cementu-
jacych [prekursorow wytrgcania] jako metody naprawy spekanych
powierzchni zapraw cementowych. Efekty tej metody oceniono
na podstawie analizy obrazu oraz badan mikrostruktury osadéw
wytrgconych w warunkach kontrolowanych i na powierzchniach
zaleczonych kompozytéw. Do charakterystyki mikrostruktury
wykorzystano spektroskopie ramanowskg oraz dyfrakcje rentge-
nowskg XRD. Przeprowadzone badania potwierdzity wytrgcanie
weglanow w przetomie leczonych rys [maksymalnie 31,9 % zajecia
powierzchni przez wytworzony osad], co $wiadczy o efektywnosci
zajscia procesu MICP, rownoczesnie wskazujgc na udziat w me-
chanizmie wytrgcania osadow abiotycznego wytrgcania form kry-
stalicznych obecnych w roztworach cementujgcych. Dodatkowo,
potwierdzono efektywnos$¢ zastosowania spektroskopii ramanow-
skiej do charakterystyki powierzchni kompozytu cementowego oraz
weglanow wytrgcanych przez mikroorganizmy.

Stowa kluczowe: kompozyty cementowe, mikrostruktura, po-
wierzchniowe zaleczanie, mikrobiologicznie indukowane wytrag-
canie weglandw, spektroskopia ramanowska

Summary

The use of microorganisms that stimulate the precipitation of car-
bonates, which can fill the cracks that form in the structure of ce-
mentitious composites [MICP], has been gaining interest in recent
years as an alternative method of self-healing of these materials.
This article analyses the effectiveness of surface application of
repair agents composed of zeolite NaX and bentonite, Bacillus
subtilis bacteria spores and cementing solutions [precursors of
precipitation reactions] as a method of repairing cracked cement
mortar surfaces. The effects of this method were evaluated by
image analysis and microstructure studies of precipitates precipi-
tated under controlled conditions and on the surfaces of healed
composites. Raman spectroscopy and X-ray diffraction were used
to characterize the microstructure. The conducted tests confirmed
the precipitation of carbonates in the breakthrough of the healed
cracks [maximum 31.9% occupation of the surface by the pre-
cipitate produced], which proves the effectiveness of the MICP
process incident, at the same time indicating the participation in
the mechanism of abiotic precipitation of crystalline forms present
in the cementing solutions. Additionally, the effectiveness of using
Raman spectroscopy to characterise the surface of the cement
composite and the carbonates precipitated by microorganisms
was confirmed.

Keywords: cement composites, microstructure, surface healing,
microbially induced carbonate precipitation, Raman spectroscopy
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1. Wprowadzenie

W ciggu ostatnich dwéch dekad jedng z dynamicznie rozwijajgcych
sie gatezi w inzynierii lgdowej jest implementacja tak zwanych inte-
ligentnych materiatéw lub inteligentnych rozwigzan inspirowanych
procesami zachodzgcymi w $rodowisku naturalnym lub wyko-
rzystujgcych procesy metaboliczne mikroorganizméw jak prze-
puszczalne bariery aktywne, monitorowane samooczyszczanie
gruntoéw oraz indukowane mikrobiologicznie wzmocnienie gruntéw
i zaleczanie spekanych powierzchni (1-4). W obszarze materiatéw
budowlanych samoregeneracja [lub samozaleczanie] jest czesto
definiowana jako zdolno$¢ materiatu do naprawy defektéw powsta-
tych podczas eksploataciji materiatu bez interwencji zewnetrznej.
W przypadku kompozytéw cementowych powstate spekania mogg
ulec wypetnieniu w konsekwencji proceséw autogenicznych, takich
jak fizyczne zamykanie spekan w wyniku pecznienia materiatéw
obecnych w matrycy betonowej, chemiczne tworzenie weglanéw
wapnia w obrebie spekania, mechaniczne wypetnianie spekania
czagstkami statymi przenoszonymi przez wode (5) lub proceséw
autonomicznych [gtéwnie poprzez dodatek kapsutek zawierajgcych
Srodki lecznicze takie jak zywica epoksydowa, poliuretan czy spory
bakteryjne] (6). Jedng z najszerzej rozwijanych w ostatnim czasie
metod inspirowanych zjawiskami przyrodniczymi jest koncepcja
samonaprawy kompozytéw cementowych z wykorzystaniem tech-
niki mikrobiologicznie indukowanego wytrgcania weglanéw [z ang.
MICP]. Koncepcja ta jest gtdwnie realizowana poprzez bezposredni
dodatek bakterii w formie przetrwalnikowej lub zywych komorek lub
poprzez dodatek do matrycy cementowej kapsutek bgdz specjalnie
wyselekcjonowanych materiatéw bedacych nosnikami bakterii (4).
Jednakze najprostszym sposobem implementaciji tej koncepcji jest
powierzchniowa aplikacja na spekang powierzchnie roztworéw lub
past zawierajgcych bakterie oraz sktadniki chemiczne niezbedne
do przebiegu reakcji wytrgcania (7). Charakter reakcji zachodza-
cych wewnatrz rysy jest Scisle zalezny od wprowadzonego szczepu
bakterii oraz zwigzku stanowigcego zrodto wegla. Na tej podstawie
mozna wyrézni¢ szes¢ gtownych $ciezek wytrgcania weglanow:
Sciezke ureolityczng opartg na procesie hydrolizy mocznika oraz
Sciezki nieureolityczne oparte na procesach fotosyntezy, denitry-
fikacji, amonifikacji, redukcji siarczanéw oraz utleniania metanu
(8). Konsekwencjg wspomnianych proceséw jest uwolnienie do
kompozytu cementowego jonéw CO,%, ktére reagujac z dostep-
nymi jonami metali, gtéwnie Ca?*, tworza wypetniajgce przestrzen
rysy formy krystaliczne weglanu wapnia: kalcytu, aragonitu lub
waterytu, zgodnie z ponizszym wzorem (9):

CO,2 + Ca?" — CaCO,l [1]

Pomimo Ze powierzchniowa aplikacja zostata zaproponowana
jako pierwsza praktyczna implementacja techniki MICP do reno-
wacji powierzchni zabytkowych (7), w literaturze $wiatowej mozna
znalez¢ nieliczne doniesienia z jej zastosowania na spekane
powierzchnie kompozytéw cementowych. De Muynck i in. (10)
zanotowali w warunkach laboratoryjnych, ze zanurzanie zapraw
w roztworze zawierajgcym komorki bakterii [B. sphericus] i sktadniki
cementujgce: octan wapnia i chlorek wapnia, moze skutkowac
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1. Introduction

Over the past two decades, one of the rapidly growing areas in civil
engineering has been the implementation of so-called smart ma-
terials or intelligent solutions inspired by environmental processes
or employing metabolic processes of microorganisms [permeable
active barriers, monitored self-cleaning of soils, microbiologically
induced soil strengthening and healing of damaged surfaces] (1-4).
In the field of construction materials, self-recovery [or self-healing]
is often defined as the ability of a material to repair defects formed
during its service life without external intervention. When dealing
with cementitious composites, formed cracks may be filled as a
consequence of autogenous processes, such as physical closing
of cracks due to swelling of materials contained in the concrete
matrix, chemical formation of calcium carbonates within the crack,
mechanical filling of the crack by water-borne particles (5) or
autonomous processes, mainly through the addition of capsules
containing healing agents such as epoxy resin, polyurethane or
bacterial spores (6). One of the most rapidly developed methods
inspired by natural phenomena is the concept of self-healing of ce-
mentitious composites using Microbiologically Induced Carbonate
Precipitation (MICP) technique. This method is mainly implemented
through the direct addition of bacteria, in the form of spores or
living cells, or through the addition of capsules or specially selected
bacteria-bearing materials to the cement matrix (4). Neverthe-
less, the simplest way to introduce this approach is through the
surface application of solutions or pastes containing bacteria and
the necessary chemical components onto the cracked surface to
induce the precipitation reaction (7). The nature of the reactions
occurring within the crack is closely dependent on the introduced
bacterial strain and the carbon source compound. Based on this,
six main pathways of carbonate precipitation can be distinguished:
the ureolytic pathway based on the urea hydrolysis process and
non-ureolytic pathways based on: photosynthesis, denitrification,
ammonification, sulfate reduction and methane oxidation (8). As
a consequence of these processes, CO,* ions are released into
the cementitious composite. These ions, reacting with available
metal ions, primarily Ca?*, form space-filling crystalline forms of
calcium carbonate: calcite, aragonite or vaterite, according to the
following equation (9):

CO,2 + Ca?" — CaCO,l [1]

Although surface application was proposed as the first practical
implementation of the MICP technique for the restoration of historic
surfaces (7), few reports of its application to cracked cementitious
composite surfaces can be found in the world literature. De Muynck
et al. (10) observed in laboratory conditions that the immersion of
mortars in a solution containing bacterial cells [B. sphericus] and
cementing components [calcium acetate and calcium chloride]
could result in reduced water and gas permeability, as well as
improved resistance to carbonation, chloride migration and fre-
eze-thaw cycles. However, in the case of these studies, it was the
result of only superficial calcium carbonate precipitation. Further-
more, the durability of the crystalline forms bonding may depend,



zmniejszeniem przepuszczalnosci dla wody i gazu, jak rowniez
poprawg odpornosci na karbonatyzacje, migracje chlorkéw oraz
zamrazanie i rozmrazanie. Jednakze w przypadku tych badan
byto to wynikiem jedynie powierzchniowego wytrgcenia weglanu
wapnia. Ponadto, trwato$¢ wigzania powstatych form krystalicz-
nych moze zaleze¢ m.in. od szczepu bakterii wykorzystanego do
indukowania proceséw MICP. Kim i in. (11) odnotowali tworzenie
sie trwalszej i grubszej warstwy CaCO, na powierzchni betonu zwy-
ktego i lekkiego w obecnosci szczepu B. sphaericus w poréwnaniu
ze szczepem S. pasteurii. Nalezy podkresli¢, ze skutecznos¢ apli-
kacji roztwordw bakterii i prekursoréw reakcji w warunkach in-situ
zostata potwierdzona przez Wiktor’'a i Jonkers’a (12), ktérzy za-
obserwowali wzrost odpornosci na zamarzanie/rozmrazanie oraz
widoczne uszczelnienie spekanej posadzki garazu, co moze byé
przestankg do podejmowania dalszych badan w omawianym ob-
szarze tematycznym, réwniez pod kgtem mozliwosci zastosowania
nowoczesnych metod analitycznych do oceny stopnia zachodzenia
procesow mikrobiologicznie indukowanego wytrgcania weglanéw.

Spektroskopia oscylacyjna, do ktorej zalicza sie spektroskopie
w podczerwieni oraz spektroskopie Ramana, to potezne, uniwer-
salne narzedzie do identyfikacji i badania szerokiego spektrum
zwigzkow chemicznych. Spektroskopia ramanowska opiera sie
na zjawisku polegajgcym na nieelastycznym rozpraszaniu promie-
niowania przez probke. W zarejestrowanym widmie analizuje sie
pasma odpowiadajgce oddziatywaniom czgsteczek znajdujgcych
sie w stanie podstawowym z promieniowaniem (13). Technika
pomiarowa rozpraszania Ramana moze okaza¢ sie przydatna
w przypadku oceny samozaleczania materiatbw cementowych,
poniewaz umozliwia ona, miedzy innymi poprzez zastosowanie
réznych parametréw pomiarowych, badanie wiekszosci cech struk-
turalnych okreslajgcych wiasciwosci badanego materiatu. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi (14) charakterystyczne pasma dla
weglanow, typowych form krystalicznych powstajgcych podczas
zachodzenia proceséw MICP, mogg zmienia¢ swoje wtasciwosci
spektralne wraz ze zmiang struktury uporzadkowania i form po-
limorficznych. Dodatkowg zaletg metody jest brak koniecznosci
specjalnego przygotowania lub barwienia préobek poddawanych
badaniu. Metoda ta jest uznawana za niedestrukcyjng, o ile do-
bierze sie moc lasera, ktdra nie powoduje miejscowego wypalania
probki oraz nie istnieje potrzeba osuszania probek, gdyz woda
nie zakiéca pomiarow. Ograniczeniem tej techniki analityczne;j
jest natomiast fluorescencja, ktéra moze utrudnia¢ m.in. pomiar
widm niektérych mineratéw (15). Czesto stosowang metoda jest
obrazowanie ramanowskie [z ang. imaging], ktére opiera sie na
potgczeniu dwdch technik analitycznych - spektroskopii ramanow-
skiej i mikroskopii. W tym podejsciu pomiary moga by¢ prowadzone
punktowo, co pozwala uzyska¢ widmo w miejscu pomiaru. Niemniej
jednak obecnie powszechna staje sie technika obrazowania, ktéra
umozliwia zebranie mapy widm wyznaczonego obszaru prébki
oraz, przy uzyciu algorytméw obrébki widm, réznicowanie obszaru
prébki pod katem rozmieszczenia wybranych skfadnikow i tym
samym uzyskanie mapy dystrybucji poszczegdlnych sktadowych
probki (16).

Gtéwnym celem badan omawianych w niniejszym artykule byta

among other things, on the bacterial strain used to induce MICP
processes. Kim et al. (11) noted the formation of a more durable
and thicker CaCO;, layer on the surface of plain and lightweight
concrete in the presence of the B. sphaericus strain compared to
the S. pasteurii strain. It is worth emphasizing that the effectiveness
of in-situ application of bacterial solutions and reaction precursors
has been confirmed by Wiktor and Jonkers (12), who observed an
increase in freeze-thaw resistance and an apparent sealing of the
cracked garage floor. This finding could be a premise for further
research in discussed area, particularly regarding the applicability
of modern analytical methods to assess the extent of microbiolo-
gically induced carbonate precipitation processes.

Vibrational spectroscopy, which includes infrared spectroscopy
and Raman spectroscopy, is a powerful, versatile tool for identi-
fying and studying a wide range of chemical compounds. Raman
spectroscopy is based on the phenomenon of inelastic scattering
of radiation within a sample. In the spectra, bands corresponding
to the scattering of photons interacting with molecules are ana-
lysed (13). Raman scattering measurement might be useful for
the assessment of the self-healing of cementitious materials as it
enables, through the use of various measurement parameters, the
examination of the structural features that determine the proper-
ties of the tested material. According to literature reports (14), the
characteristic bands for carbonates, the typical crystalline forms
created during MICP processes, may change their spectral proper-
ties as the structure and polymorphic forms change. An additional
advantage of the method is no need for special preparation or
staining of investigated samples. The method is considered non-
-destructive with properly chosen laser power. Moreover, there
is no need to dry the samples, as water does not interfere with
scattering, however, a limitation of this analytical technique is flu-
orescence, which can hinder the measurement of certain minerals
(15). Afrequently used approach is Raman imaging, which is based
on a combination of Raman spectroscopy and microscopy. With
this technique, measurements can be carried out point-wise to
obtain a spectrum at a particular location matrix - map. Currently,
imaging allows using spectral processing algorithms, to spectrally
differentiate the distribution of selected compounds and thus ob-
tain a distribution map of the individual sample components (16).

The main objective of this research was to evaluate the effec-
tiveness of surface application of pastes prepared based on a
mixture of bentonite and zeolite NaX impregnated with Bacillus
subtilis spores and cementing solutions containing urea or calcium
lactate. Evaluation of the effectiveness of the discussed processes
was carried out based on image analysis of the treated samples
and microstructure studies using XRD and Raman spectroscopy
techniques.

2. Research materials and methods

2.1. Materials

In this study, the ability of endospores of Bacillus subtilis bacteria
[at a concentration of 108 cfu/ml] to induce carbonate precipita-

303



ocena efektywnosci powierzchniowej aplikacji past przygotowa-
nych na bazie mieszanki bentonitu i zeolitu NaX impregnowanego
sporami bakterii Bacillus subtilis oraz roztworéw cementujgcych
zawierajgcych mocznik lub mleczan wapnia. Ocena efektywnosci
omawianych proceséw zostata przeprowadzona na podstawie
analizy obrazu zaleczonych prébek oraz badan mikrostruktury
przy wykorzystaniu technik XRD i spektroskopii ramanowskie;.

2. Materiaty i metody badawcze

2.1. Materiafy

W pracy okreslono zdolno$¢ endospor bakterii Bacillus subtilis
[w stezeniu 108 jtk/ml] do indukowania proceséw wytrgcania wegla-
néw, a tym samym do zaleczania spekanych zapraw cementowych
w obecnosci dwdch rodzajow roztwordéw cementujgcych, w skiad
ktorych wehodzity: [I] mleczan wapnia 0,1 M, azotan wapnia 0,1 M
i azotan magnezu 0,1 M oraz [lI] mocznik 0,25 M, azotan wapnia
0,1 M i azotan magnezu 0,1 M.

Przygotowano 15 prébek zapraw cementowych o wymiarach 40
x 40 x 160 mm o sktadzie mieszanki cement : piasek : woda :
wiékna polipropylenowe PP w stosunku masowym wynoszgcym
1:3:0,5:0,005. Zastosowano cement CEM [ 42,5 R o gestosci
3,07 g/cm? oraz lokalny piasek o gestosci 2,65 g/cm?® i uziarnieniu
0,0 - 2,0 mm. Widkna PP zostaty dodane do mieszanki, aby unikngé
zniszczenia probki podczas procedury wytwarzania sztucznych
spekan. Zaprawy po rozformowaniu dojrzewaty w wodzie, w tem-
peraturze 20 + 2 °C.

Jako srodki naprawcze aplikowane na powierzchnie spekanych
zapraw cementowych stosowano roztwory bakterii i sktadnikéw
cementujgcych [prekursoréw reakcji wytrgcania weglanéw] oraz
zawiesine zeolitu typu NaX i bentonitu w stosunku objetosciowym
odpowiednio 60 : 40. Zeolit typu NaX zostat wyprodukowany na
Politechnice Lubelskiej w procesie syntezy zgodnie z procedurg
zaproponowang przez Bandure i in. (17), natomiast komercyjnie
dostepny bentonit zostat dostarczony z kopalni zlokalizowanej
na terenie Turcji [Karakaya Bentonite Inc., Karakaya, Resadiye].

2.2. Metody badawcze

Wytrgcanie osadow w warunkach kontrolowanych

W pierwszym etapie badan w celu okreslenia wtasciwosci
weglanéw wytrgcanych w procesie MICP przeprowadzono
badania w warunkach kontrolowanych [bez kontaktu z zaprawg
cementowg]. Roztwory sktadnikow cementujgcych [oznaczone
jako 1i Il oraz scharakteryzowane w podrozdziale 2.1] w ilosci
50 ml przygotowano w 3 wariantach réznigcych sie miedzy sobg
obecnoscig bakterii i/lub poczgtkowym odczynem: [1] skiadniki
cementujgce bez bakterii po modyfikacji pH [pH = 11 + 0,1], [2]
sktadniki cementujgce z bakteriami bez modyfikacji pH oraz [3]
sktadniki cementujgce z bakteriami po modyfikacji pH [pH = 11
0,1]. Modyfikacja pH prowadzona byta poprzez dodatek roztworu
NaOH. Zwigkszenie odczynu roztworu miato na celu symulacje
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tion processes and hence to heal cracked cement mortars was
determined in the presence of two types of cementitious solutions
consisting of: [] calcium lactate 0.1 M, calcium nitrate 0.1 M and
magnesium nitrate 0.1 M; and [lI] urea 0.25 M, calcium nitrate 0.1
M and magnesium nitrate 0.1 M.

A total of 15 cement mortar specimens [40 x 40 x 160 mm] were
prepared with a mixture composition of cement : fine sand : water
: PP fibres in a mass ratio of 1: 3:0.5: 0.005. CEM 1 42.5 R with
a density of 3.07 g/cm?® and local sand with a density of 2.65 g/cm?
and a grain size of 0.0 - 2.0 mm were used. PP fibres were added
to the mix to avoid destroying the sample during the artificial cracks
formation procedure. After demoulding, the mortars were cured in
water, at 20 + 2 °C.

Solutions of bacteria and cementitious components [precursors of
carbonate precipitation reactions] and a suspension of NaX-type
zeolite and bentonite in a volume ratio of 60 : 40, respectively, were
used as repair agents applied to the surface of cracked cement
mortars. NaX-type zeolite was produced at the Lublin University
of Technology by a synthesis process according to the procedure
proposed by Bandura et al. (17), while commercially available
bentonite was supplied from a mine located in Turkey [Karakaya
Bentonite Inc., Karakaya, Resadiye].

2.2. Research methods

Precipitation of sediments under controlled conditions

As a first step in the study, in order to characterise the carbonates
precipitated during the MICP process, tests were carried out under
controlled conditions [without contact with the cement mortar]. Ce-
menting component solutions [labelled | and Il and characterised
in subsection 2.1] of 50 ml were prepared in 3 variants differing
in the presence of bacteria and/or initial pH: [1] cementing com-
ponents without bacteria after pH modification [pH = 11 £ 0.1],
[2] cementing components with bacteria without pH modification
and [3] cementing components with bacteria after pH modification
[pH = 11 £ 0.1]. The pH modification was carried out by adding a
NaOH solution. Increasing the pH of the solution was intended to
simulate the alkaline environment of the cementitious composites
matrix. Seven days after preparation, the solution was poured off
the sediments in the tubes and the formed precipitates were wa-
shed three times with distilled water to remove the easily soluble
crystalline forms. Then, after drying at 40 °C, the masses of the
precipitated sediments were determined. For each variant, tests
were performed in triplicate. Selected samples were subjected to
phase composition analysis by X-ray diffraction using a Panalytical
X'pert PRO ujnMPD X-ray diffractometer equipped with a copper
lamp [CuKa = 1.54178 A]. Identification of mineral phases was
based on the PDF-2 database (2010), formalised by JCPDS/ICDD.

Surface application of repair agents

In the next stage of the study, 28-day-old cement mortar specimens
were subjected to a procedure of creating artificial cracks with a
width of 0.3 - 0.4 mm by loading on a bending test machine accor-



zasadowego srodowiska matrycy kompozytéw cementowych. Po
7 dniach od przygotowania roztworéw znad wytrgconych w pro-
boéwkach osadéw odlano roztwdr, a nastepnie trzykrotnie ptukano
wytworzony osad wodg destylowang w celu usuniecia tatwo
rozpuszczalnych form krystalicznych. Nastgpnie, po wysuszeniu
w 40 °C, okreslono mase wytrgconych osadéw. Dla kazdego
wariantu wykonano badania w trzech powtérzeniach. Wybrane
probki poddano analizie sktadu fazowego metoda dyfrakcji rent-
genowskiej XRD przy uzyciu dyfraktometru Panalytical X'pert PRO
MPD X-ray wyposazonego w miedziowg lampe [CuKa = 1.54178
A]. Identyfikacja faz mineralnych zostata oparta na bazie danych
PDF-2 (2010), sformalizowanej przez JCPDS/ICDD.

Powierzchniowa aplikacja $rodkéw naprawczych

W kolejnym etapie badan dojrzewajgce 28 dni prébki zapraw
cementowych poddano obcigzeniu w celu wytworzenia spekan
o szerokosci 0,3 — 0,4 mm poprzez obcigzanie na maszynie
wytrzymatosciowej w uktadzie zginania zgodnie z metodologig
opisang w poprzedniej pracy autoréw (18). Obszar dookota rysy
na powierzchni prébki, gdzie rysa byta najszersza, uszczelniono
sylikonem sanitarnym, w celu wyodrebnienia powierzchni, na
ktorag aplikowano powierzchniowe srodki naprawcze. Dodatkowo,
silikonem uszczelniono powierzchnie boczne probek tak, aby
uniemozliwi¢ wyciekanie aplikowanych na powierzchnie srodkow.
Srodki naprawcze aplikowano na wyodrebniony obszar rysy w se-
kwencji podanej w Tab. 1, w 3 powtorzeniach dla kazdej serii. Serie
IA, 1B, llA, 1IB réznity sie miedzy sobg zastosowanym Zrédtem
wegla w roztworach cementujgcych [| — mleczan wapnia 0,1 M
oraz |l — mocznik 0,25 M] oraz stezeniem zawiesin [A i B]. Serie
referencyjng stanowity probki leczone w wodzie wodociggowe;j,
ktora zostata aplikowana w takich samych ilosciach i powtdrzeniach
jak wszystkie roztwory naprawcze omoéwione w Tab. 1. Warunki te
zostaty zastosowane w celu symulacji standardowych warunkéw
pielegnacji kompozytéw cementowych wodg wodociggowg. Po
zakonczeniu aplikacji srodkow naprawczych probki byty piele-
gnowane w temperaturze 20 + 2 °C przez 28 dni. Po tym czasie
probki przetamano w miejscu spekania. Powierzchnie przetomu
rys zaleczonych prébek zostaty poddane analizie obrazu przy
zastosowaniu mikroskopu optycznego Keyence VHX-7000 z obiek-
tywem VHX-E20. Opierajgc sie na narzedziach pomiarowych
oprogramowania mikroskopu okreslono powierzchnie zajmowa-
ng przez wytrgcony osad jako procentowy udziat w powierzchni
catego obszaru przetomu. Na podstawie rozpoznania i zliczenia
biatych punktéw osadéw rozpoznanych przez oprogramowanie
na obrazie catego przetomu otrzymano wspotczynnik obszaru [n],
okreslajgcy procentowy udziat tych punktéw na catej powierzchni
skanu. Warto$¢ $rednig [n] dla kazdej serii obliczono jako Srednig
arytmetyczng z pomiaréw dla 3 powtdrzen.

Analiza spektroskopig ramanowskg

W celu oceny efektywnosci proceséw zaleczania rys wykorzy-
stano mikrospektroskop ramanowski Witec alpha300 R [Witec
GmbH, Ulm, Niemcy]. Badaniom poddano zaréwno prébki osadow
otrzymanych podczas badan w warunkach kontrolowanych, jak

ding to the methodology described in the authors’ previous work
(18). The widest section of the crack on the specimen’s surface
was sealed with sanitary silicone to isolate the area where surface
repair agents were applied. In addition, silicone was used to seal
the side surfaces of the specimens to prevent leakage of the sur-
face-applied agents. The repair agents were applied to the isolated
scratch area in the sequence given in Table 1, in 3 repetitions for
each series. Series |A, IB, lIA, 1B differed in the carbon source
used in the cementing solutions [l - calcium lactate 0.1 M and Il -
urea 0.25 M] and the concentration of the suspensions [A and B].
The reference series consisted of specimens treated in tap water,
which was applied in the same quantities and repetitions as all the
repair solutions discussed in Table 1. These conditions were used
to simulate standard conditions for treating cementitious compo-
sites with tap water. After the application of the repair agents, the
samples were cured at 20 + 2 °C for 28 days. Then, the specimens
were broken at the cracked area. The breakthrough surfaces of
the healed specimens were subjected to image analysis using a
Keyence VHX-7000 optical microscope with a VHX-E20 objective.
Based on the measuring tools of the microscope software, the
area occupied by the precipitate was determined as a percentage
of the area of the entire fracture area. Based on the recognition
and counting of the white sediment points by the software in the
image of the entire breakthrough, an area factor [n], was obtained,
indicating the percentage of these points in the entire scan area.
The mean value [n] for each series was calculated as the arithmetic
mean of the measurements for 3 repetitions.

Analysis by Raman spectroscopy

The Witec alpha300 R spectrometer [Witec GmbH, Ulm, Germany]
was used to assess the effectiveness of the crack healing process.
Both sediment samples obtained in controlled conditions and the
fracture surfaces of the healed samples, in which precipitation was
observed, were examined. The spectra were measured using a 532
nm wavelength laser with 4 mW excitation power, with an acqu-
isition time of 5 s, and using a x20 magnification objective [Zeiss
Neofluar, Jena, Germany], the Witec UHTS 300 spectrometer was
equipped with a G2 diffraction grating 600 g/mm. Three line map
measurements [20 spectra, 10 acquisitions] were made for each
sample, in three areas: P1 - the upper part of the breakthrough
near the surface of the cracked composite, P2 - the upper half of
the sample where the precipitation was present, P3 - the lower
half of the sample where the precipitation was present [Fig. 1]
with a step of 10 ym. The resulting spectral data were analysed
using Project SIX software [6.1.10.135, Witec, Ulm, Germany] by
averaging, removing cosmic rays and baseline correction using the
‘polynomial’ algorithm. Similarly, for the maps, randomly selected
200 pym x 200 ym areas were imaged from the P1 position of the
breakthrough of healed surfaces using a 40 um step.
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Tablica 1/ Table 1

SEKWENCJA APLIKACJI SRODKOW NAPRAWCZYCH NA SPEKANE ZAPRAWY CEMENTOWE

SEQUENCE OF APPLICATION OF REPAIR AGENTS ON CRACKED CEMENT MORTARS

Aplikowany roztwoér / Applied solution

Odstep pomigdzy aplikacjg

Etap kolejnego etapu
Stage SERIA|/SERIES | SERIAII/ SERIES Il Interval between application
of the next stage
1 Spory bakterii [108 spor/ml] oraz roztwor sktadnikow cementujgcych” )
Bacterial spores [108 spores/ml] and cementing components solution
2 Woda wodociggowa / Tap water 1 dzien / 1 day

Zawiesina 50 : 1000
[masa mieszanki zeolitu i bentonitu : objetos¢ roztworu
spor bakterii i sktadnikow cementujgcych]
3 Suspension 50 : 1000
[mass of zeolite and bentonite mixture : volume of
solution of bacterial spores and cementing
components]

[masa mieszanki zeolitu i bentonitu : objetos¢
roztworu spor bakterii i sktadnikéw cementujacych]

[mass of zeolite and bentonite mixture : volume of
solution of bacterial spores and cementing

Zawiesina 100 : 1000
Suspension 100 : 1000 1 dzien / 1 day

components]

4 Roztwor sktadnikéw cementujgcych’/ Cementing components solution®

1 dzien / 1 day

Zawiesina 100 : 1000
[masa mieszanki zeolitu i bentonitu : objeto$¢ roztworu
spor bakterii i sktadnikow cementujgcych]
5 Suspension 100 : 1000
[mass of zeolite and bentonite mixture : volume of
solution of bacterial spores and cementing

[masa mieszanki zeolitu i bentonitu : objetos¢
roztworu spor bakterii i sktadnikow cementujacych]

[mass of zeolite and bentonite mixture : volume of
solution of bacterial spores and cementing

Zawiesina 100 : 1000

Suspension 100 : 1000 2 dni/ 2 days

components] components]
6 Roztwor sktadnikdéw cementujgcych’/ Cementing components solution” 1 dzien / 1 day
2 dni (powtérzone
7 Roztwor sktadnikdéw cementujgcych’/ Cementing components solution” 3 krotnie(:::pZe:tgz /2 days

3 times every 2 days)

* Dwa warianty roztworéw skfadnikow cementujgcych: w serii | - mleczan wapnia 0.1 M, azotan wapnia 0.1 M, azotan magnezu 0.1 M; w serii Il - mocz-
nik 0.25 M, azotan wapnia 0.1 M, azotan magnezu 0.1 M/ Two variants of cementing component solutions: in series | - calcium lactate 0.1 M, calcium
nitrate 0.1 M, magnesium nitrate 0.1 M; in series Il - urea 0.25 M, calcium nitrate 0.1 M, magnesium nitrate 0.1 M

i powierzchnie przetomu rys zaleczonych prébek, w ktérych zaob-
serwowano wytrgcenie biatych osadéw w przetomie zaleczonych
rys. Pomiary widm wykonano z uzyciem lasera ze wzbudzeniem
diugosci fali 532 nm o mocy 4 mW przy zatozeniu czasu akwizycji
réwnego 5 s i z uzyciem obiektywu o powiekszeniu 20x [Zeiss Neo-
fluar, Jena, Niemcy], spektrometr Witec UHTS 300 byt wyposazony
w siatke dyfrakcyjng G2: 600 g/mm. Nastepnie dla kazdej probki
wykonano trzy pomiary map liniowych [20 widm, 10 akwizycji],
w trzech obszarach: P1 - gérna czesci przetomu przy powierzchni
spekanego kompozytu, P2 - gérna potowa prébki w miejscu wy-
stepowania wytrgconego osadu, P3 - dolna potowa prébki w miej-
scu wystepowania wytrgconego osadu [rys. 1] z krokiem 10 ym.

3. Results and discussion

3.1. Precipitation of sediments under controlled
conditions

Determination of the theoretical mass of sediments under con-
trolled conditions [Fig. 2] allowed verification of the ability of the
Bacillus Subtilis bacterial strain to induce carbonate precipitation
in the presence of two carbon source compounds [calcium lactate
or urea). The study showed that modification of the cementing
components solution pH resulted in precipitates weighing as much
as 250.3 mg for the series with calcium lactate and 289.3 mg for

Rys. 1. Schemat wyodrebnionych obszaréw pomiarowych w przetomach rys

Fig. 1. Schematic diagram of the isolated measurement areas in breakthroughs of cracks
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1 I o+
1 B Bacilus subtiis pH

Uzyskane dane spektralne zostaty przeanalizowane 500
z uzyciem oprogramowania Project SIX [6.1.10.135, 1
. . . " . 450
Witec, Ulm, Niemcy] poprzez usrednienie, usunigcie ]
promieniowania kosmicznego i korekcje linii bazowe;j 400 ]
z uzyciem algorytmu ,polynomial”’. Podobnie w przy- ]
padku map wykonano obrazowanie wybranych losowo 5 3504
obszaréw 200 pym x 200 um z pozycji P1 przetomu ?%300_

zaleczonych rys stosujgc krok 40 pm. 2 %
T € 250

g ¢

)
3. Wyniki i dyskusja B £
? 150

3.1. Wytracanie osadow w warunkach

kontrolowanych 100
50
Okreslenie teoretycznej masy wytrgconych osadow ]
w warunkach kontrolowanych [rys. 2] pozwolito na we- 04

ryfikacje zdolnosci indukowania wytrgcania weglanéw
przez szczep bakterii Bacillus Subtilis w obecnosci
dwdch zwigzkéw bedacych zrédtem wegla [mleczanu
wapnia lub mocznika]. Badanie pokazato, ze sama
modyfikacja pH roztworu sktadnikdw cementujgcych
skutkowata wytrgceniem osadu o masie az 250,3 mg
dla serii z mleczanem wapnia oraz 289,3 mg dla serii
z mocznikiem. Znacznie wieksze réznice w masie
wytrgconych osadoéw zanotowano dla serii roztworow
o niemodyfikowanym pH z dodatkiem bakterii Bacillus
subtilis — odpowiednio 16,9 mg oraz 342,8 mg [rys. 2]. Swiadczy¢
to moze o abiotycznym charakterze wytrgcania osadow badz
krystalizacji zastosowanych zwigzkéw chemicznych w warunkach
podwyzszonego odczynu roztworu oraz o niskiej efektywnosci
procesu mikrobiologicznego wytrgcania weglanéw potwierdzone;j
stosunkowo niewielkg masg osadu pochodzgcego z roztworu o nie-
modyfikowanym pH dla wariantu z mleczanem wapnia jako zré-

B sacius subtiis

seria Il / series Il

seria | / series |

Rys. 2. Masy osaddéw [mg] wytraconych w warunkach kontrolowanych dla dwoch serii
roztworéw cementujgcych: | — mleczan wapnia 0,1 M, azotan wapnia 0,1 M, azotan
magnezu 0,1 M, Il — mocznik 0,25 M, azotan wapnia 0,1 M, azotan magnezu 0,1 M
[wartosci srednie z trzech powtérzen]

Fig. 2. Sediments masses [mg] precipitated under controlled conditions for two series of
cementing solutions: | - calcium lactate 0.1 M, calcium nitrate 0.1 M, magnesium nitrate
0.1 M, Il - urea 0.25 M, calcium nitrate 0.1 M, magnesium nitrate 0.1 M [average values
from three replicates]

the series with urea. Significantly greater differences in precipita-
ted sediments masses were observed for the series of solutions
with unmodified pH with the addition of Bacillus subtilis bacteria -
16.9 mg and 342.8 mg, respectively [Fig. 2]. This may indicate the
abiotic nature of the precipitation or crystallisation of the chemical
compounds used under conditions of increased solution pH and the
low efficiency of the microbial process of carbonate precipitation,
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Rys. 3. Sktad fazowy osadéw wytrgconych w warunkach kontrolowanych dla serii | [warianty 1 i 3] oraz serii Il [warianty 1, 2, 3], K — kalcyt, A— aragonit,

B - brucyt

Fig. 3. Phase composition of sediments precipitated under controlled conditions for series | [variants 1 and 3] and series Il [variants 1, 2, 3], K — calcite,

A — aragonite, B - brucite
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dtem wegla. W srodowisku o zwigkszonym odczynie w obecnosci
bakterii intensywnos$¢ proceséw wytrgcania byta najwieksza [rys.
2], co mogto by¢ efektem jednoczesnego zachodzenia procesow
wytrgcania indukowanych [1] aktywnoscig mikroorganizmow oraz
[2] modyfikacjg pH. Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie moczni-
ka jako skfadnika roztworu cementujgcego [seria |l] zwigkszyto
intensywnos$¢ wytrgcania osadow dla wariantu tylko z dodatkiem
bakterii [rys. 2]. Pomimo ze modyfikacja pH nieco zmniejszyta
mase uzyskanego osadu, mozna wnioskowac, ze wytrgcanie
weglanéw indukowane aktywnoscig szczepu Bacillus subtilis byto
efektywniejsze dla serii zawierajgcych mocznik.

Dyfraktogramy rentgenowskie osadéw wytrgconych w warun-
kach kontrolowanych przestawiono na rys. 3. Analizie poddano
warianty obu serii poza wariantem z dodatkiem Bacillus subtilis
[2] serii | [z mleczanem wapnia], poniewaz dla tej serii otrzymano
niewystarczajgcg mase wytrgconych osadéw. Badanie potwier-
dzito wystepowanie form krystalicznych weglanu wapnia [kalcytu
i aragonitu] oraz form pochodzgcych od zwigzkéw magnezowych
[brucytu]. Najczesciej zidentyfikowang formg weglanu wapnia byt
kalcyt [d,,, = 3,03 A, 2,28 A, 2,09 A], ktéry dla wszystkich analizo-
wanych wariantow charakteryzowat sie¢ wysokg intensywnoscig
refleksoéw. Dla serii Il [z mocznikiem] zanotowano, obok kalcytu,
réwniez aragonit [d,,, = 3,37 A, 1,99 A, 3,27 A] stanowigcy mniej
stabilng/przejsciowg forme tego weglanu wapnia (19). W obu
analizowanych seriach stwierdzono wystepowanie brucytu [d,,, =
2,36 A, 4,77 A, 1,79 A, ktéry wytrgcat sie jednak jedynie w $ro-
dowisku o zwiekszonym odczynie pH. Mozna wiec wnioskowac,
Ze jego obecnos¢ byta w wiekszym stopniu skutkiem intensyfikaciji
wytrgcania przy zwiekszonym pH. Potwierdza¢ to moze stwierdzo-
na dla serii | mata efektywnos$¢ wytrgcania osadéw dla wariantu
z dodatkiem bakterii bez modyfikacji pH.

3.2. Powierzchniowa aplikacja srodkéw naprawczych

Na rys. 4 zaprezentowano obraz przetamow beleczek zapraw
cementowych po procesie leczenia pastami naprawczymi,
odpowiednio dla serii IA, 1B, IIA oraz |IB, wraz z wyodrebniong
powierzchnig przetamu prébki zajetg przez wytrgcone w procesie
leczenia osady. Przetamy probek po okresie leczenia zostaty
poddane ocenie makroskopowej, na podstawie ktérej stwier-
dzono brak osadéw w serii referencyjnej. Ze wzgledu na brak
wytrgconych osadéw probki te nie byly poddane analizie stopnia
pokrycia przetamu spekania wytrgconymi w procesie naprawy
produktami reakcji. Ponadto zauwazono, ze dla probek leczonych
biologicznymi $rodkami naprawczymi stopien pokrycia przetomu
rys wytrgconymi osadami i wyglgd samych osadéw byly bardzo
podobne w obrebie kazdej serii. W zwigzku z tym, przedstawione
na rys. 4 skany prezentujg tylko po 1 prébce z kazdego wariantu.
Na prébkach serii | [mleczan wapnia jako zrédto wegla] odnoto-
wano mniejszg powierzchnie wytrgconych osadéw w poréwnaniu
do serii Il [mocznik jako zrédto wegla]. Osady byty widoczne
gtéwnie w dolnej potowie przetamow, natomiast w gornej potowie
zaobserwowano punktowg lokalizacje osadow, ktérych wyglad
przypominat krysztaty mleczanu wapnia, a nie weglanéw mogacych
by¢ produktem proceséw mikrobiologicznych. Obserwacje te sg
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confirmed by the relatively low mass of the precipitate coming
from the solution with unmodified pH for the variant with calcium
lactate as the carbon source. In the enhanced pH environment and
the presence of bacteria, the intensity of precipitation processes
was the highest [Fig. 2], which could be due to the simultaneous
occurrence of precipitation processes induced [1] by microbial
activity and [2] by pH modification. Notably, the use of urea as
a component of the cementing solution [series II] increased the
intensity of sediment precipitation for the variant with only the
addition of bacteria [Fig. 2]. Although the pH modification slightly
reduced the weight of obtained sediments, it can be concluded
that carbonate precipitation induced by the activity of the Bacillus
subtilis strain was more effective for the series containing urea.

X-ray diffractograms of the sediments precipitated under con-
trolled conditions are shown in Fig. 3. Variants of both series were
analysed, except for the variant with Bacillus subtilis [2] of series
| [with calcium lactate], because insufficient precipitated mass
was obtained for this one. The study confirmed the presence of
crystalline forms of calcium carbonate [calcite and aragonite] and
forms derived from magnesium compounds [brucite]. The most
commonly identified form of calcium carbonate was calcite [d,,, =
3,03 A, 2,28 A, 2,09 A, which was characterised by high reflec-
tion intensity for all analysed variants. For series Il [with ureal], in
addition to calcite, aragonite [d,, = 3,37 A, 1,99 A, 3,27 A] was
also observed, representing a less stable or transitional form of
this mineral (19). The presence of brucite [d,,, = 2,36 A, 4,77 A,
1,79 A, was observed in both analysed series, but it precipitated
only in increased pH environments. Therefore, it can be inferred
that its presence was largely a result of intensified precipitation
at increased pH. This can be confirmed by the low sediment pre-
cipitation efficiency observed for series | for the variant with the
addition of bacteria without pH modification.

3.2. Surface application of repair agents

Fig. 4 presents an overview of the breakthrough of the cement
mortar beams after treatment with the repair pastes, for series IA,
IB, IIA and IIB, respectively, together with an isolated surface of
the sample breakthrough occupied by the sediments precipitated
during the treatment process. The sample breakthroughs after
the treatment period were subjected to macroscopic evaluation,
from which the absence of precipitates in the reference series
was determined. Due to the absence of precipitates, these sam-
ples were not analysed for the degree of coverage of the crack
breakthrough by reaction products precipitated during the repair
process. Furthermore, it was observed that for the samples treated
with biological repair agents, the degree of crack breakthrough
coverage by precipitates and the appearance of the precipitates
themselves were very similar within each series. Therefore, the
scans shown in Fig. 4 present only 1 sample from each variant.
Samples from series | [calcium lactate as carbon source] showed
a smaller area of precipitates compared to series |l [urea as carbon
source]. The precipitates were mainly visible in the lower half of
the breakthroughs, while in the upper half a pinpoint location of
precipitates was observed, the appearance of which resembled



Rys. 4. Obrazy przetaméw spekan po aplikacji past naprawczych wraz ze srednig wartoscig stopnia zaleczenia powierzchni przetomu [n]

Fig. 4. Images of crack fractures after the application of repair agents, together with the average value of the degree of healing of the breakthrough

surface [n]

zgodne z mniejsza efektywnoscig procesu MICP odnotowang w ba-
daniach prowadzonych w warunkach kontrolowanych w obecnosci
mleczanu wapnia dla serii z dodatkiem bakterii bez modyfikacji pH.
Pomimo ze efektywnos$¢ wytrgcania weglanéw przy zastosowaniu
mleczanu wapnia zostata wielokrotnie potwierdzona w literaturze
(20—22), brak jest szeroko oméwionego wpltywu poszczegolnych
czynnikéw determinujgcych analizowany proces [m.in. srodowisko
matrycy cementowej, typ stosowanych bakterii], co z kolei moze
prowadzi¢ do mylnego przypisania efektywnosci procesu samym
mikroorganizmom, a nie np. wytrgcania zwigzkéw chemicznych
obecnych w roztworze cementujgcym. Przetamy prébek serii Il
miaty okoto dwukrotnie wiekszy stopien pokrycia wytrgconymi
osadami, rbwnomiernie rozmieszczonymi na catej powierzchni
przetamu. Ponadto zaobserwowano, ze stezenie aplikowane;j
zawiesiny [50 : 1000 lub 100 : 1000] nie wptyneto na efektywnos¢
transportu mikroorganizméw oraz sktadnikow cementujgcych
w gitab rysy, poniewaz stopien pokrycia powierzchni osadem byt
podobny dla wariantéw Ai B obu serii [| i I]. Z tego wzgledu mozna
réwniez wnioskowaé, ze materialy w zawiesinach [zeolit oraz
bentonit] stanowity gtéwnie wypetnienie gérnej czesci przetamu
rysy, natomiast osad obserwowany na wiekszych gtebokosciach
przetamu powstat na skutek aktywnosci mikroorganizméw oraz
obecnosci sktadnikow cementujgcych transportowanych grawita-
cyjnie do wnetrza rysy wraz z aplikowanymi roztworami. Pomimo
braku widocznych osadéw weglanowych przy gornej powierzchni
spekan, aplikacja roztworéw naprawczych i zawiesin materiatéw
[w tym przypadku zeolitu oraz bentonitu], wydaje sie by¢ efektywng
metodg pozwalajgcg na jednoczesne uszczelnienie przypowierzch-
niowej warstwy rysy materiatami porowatymi oraz wypetnienie rysy
na wiekszych gtebokosciach krysztatami uformowanymi w wyniku
abiotycznych i biotycznych proceséw wytrgcania.

calcium lactate crystals rather than carbonates that could be a
product of microbiological processes. These observations are
consistent with the lower efficiency of the MICP process recorded
in studies conducted under controlled conditions in the presence of
calcium lactate for the series with the addition of bacteria without
pH modification. Although the efficiency of carbonate precipitation
using calcium lactate has been repeatedly confirmed in the litera-
ture (20-22), the influence of the various factors determining the
process analysed [e.g. the environment of the cement matrix, the
type of bacteria used] is not widely discussed, which in turn may
lead to a misleading attribution of the efficiency of the process to
the microorganisms themselves, rather than, for example, to the
precipitation of chemical compounds present in the cementing solu-
tion. The breakthroughs of the series || samples were characterised
by approximately twice the degree of coverage with precipitated
sediments, evenly distributed over the entire breakthrough surface.
Furthermore, it was observed that the concentration of the applied
suspension [50 : 1000 or 100 : 1000] did not affect the efficiency
of transport of microorganisms and cementing components deep
into the crack, as the degree of sediment coverage was similar for
variants A and B of both series [I and II]. Therefore, it can also be
deduced that the materials in suspensions [zeolite and bentonite]
were mainly filling the upper part of the crack fracture, while the se-
diment observed at larger depths of the fracture formed as a result
of microbial activity and the presence of cementing components
transported by gravity into the crack with the applied solutions.
Despite the lack of visible carbonate deposits near the upper sur-
face of the cracks, the application of repair solutions and material
suspensions [in this case zeolite and bentonite], appears to be an
effective method to simultaneously seal the near-surface layer of
the crack with porous materials and fill the crack at greater depths
with crystals formed by abiotic and biotic precipitation processes.
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3.3. Analiza spektroskopia ramanowska

Najwazniejszym pasmom zarejestrowanym w widmach rama-
nowskich osadu wytrgconego w warunkach kontrolowanych [rys.
5] przypisano rodzaj drgan wraz z grupami chemicznymi [tab. 2].
W analizowanych probkach wykryto zaréwno cze$c¢ nieorganicznag,
jak i organiczng [drgania rozciggajgce C=0 oraz C=N], co $wiadczy
0 obecnosci pozostatodci komorek i spor bakteryjnych Bacillus sub-
tilis oraz w konsekwencji o aktywnosci tych bakterii. Zarejestrowa-
no réwniez maleimid, ktory jest zwigzkiem chemicznym o wzorze
H,C,(CO),NH bedacym waznym budulcem w syntezie organiczne;.
Dodatkowo, réznorodne rodzaje drgan przypisane weglanom
(CO,)* dowodza efektywnegoprzebiegu procesu MICP. Prawdopo-
dobnie CaCO; oraz drgania weglanowe oznaczajg wystepowanie
form krystalicznych, takich jak kalcyt i jego polimorfy — rombowy
aragonit i heksagonalny wateryt. W probkach zaobserwowano
takze glinokrzemiany, w formie mineratoéw skaleni [anortyt].

Spektroskopia Ramana zostata nastepnie wykorzystana do analizy
przekroju rysy w przetamanych beleczkach zapraw cementowych.
Wykonane pomiary w pozycjach P1, P2 i P3 przedstawiono na
rys. 6. Badany materiat, analizowany w kontekscie réznic sktadu
chemicznego, wykazat interesujgca zaleznos$¢ sygnatu ramanow-
skiego w poszczegolnych warstwach pomiaru. Najwyzszg inten-
sywnos$¢ pasm materii nieorganicznej i organicznej w stosunku do
szumu zaobserwowano w gornej czesci przetamu przy powierzchni
spekanego kompozytu [P1], natomiast stosunek sygnatu do
szumu [S/N] byt najnizszy w przypadku usrednionych

widm wykonanych w dolnej potowie prébki [linie zielo-

3.3. Analysis by Raman spectroscopy

The most important bands in the Raman spectra of the sediments
precipitated under controlled conditions [Fig. 5] were assigned with
a type of chemical group vibration [Table 2]. Both inorganic and
organic parts [C=0 and C=N stretching vibrations] were identified in
the analysed samples, indicating the presence of residual Bacillus
subtilis cells and spores and, consequently, the activity of these
bacteria. The presence of maleimide with the molecular formula
H,C,(CO),NH as an important building block in organic synthesis
was observed. In addition, the various types of vibrations attribu-
ted to (CO,)* carbonates demonstrate the efficient occurrence of
the MICP process. Presumably, CaCO, and carbonate vibrations
imply the presence of crystalline forms such as calcite and its
polymorphs - rhombohedral aragonite and hexagonal vaterite.
Aluminosilicates were also observed in the samples, in the form
of feldspar minerals [anorthite].

Raman spectroscopy was furtherly used to analyse the crack
cross-section of cement mortar samples. The results of measure-
ments carried out at positions P1, P2 and P3 are shown in Fig. 6.
In the context of differences in chemical composition, the tested
material showed an interesting relation of the Raman signal in the
different depths. The highest intensity of inorganic and organic
matter peaks relative to noise was observed in the upper part of
the breakthrough, near the surface of the cracked composite [P1],
while the signal-to-noise [S/N] ratio was lowest for the spectra

ne], co objawiato sie zwiekszong fluorescencjg oraz
obnizeniem stosunku S/N (36-38).

W widmach uzyskanych dla gérnej czes¢ przetamu przy
powierzchni spekanego kompozytu [P1] w beleczce 1A
w odréznieniu od pozycji P2 zaobserwowano wyrazne
piki w zakresie 1200-1800 cm-' przypisywane kompo-
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nencie organicznej, pochodzacej od amidow I-1ll oraz
grup weglowodanowych (39). Ponadto, na podstawie
widm otrzymanych z pomiaru beleczek mozna stwier-
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dzi¢, ze w kazdym przypadku sg obserwowane pasma
486 cm', przypisane anortytowi. Najmniej pasm zaob-
serwowano w centrum beleczki [pozycja P2]. Dla tego
obszaru zaobserwowano pasmo 2439 cm™' odpowiada-
jace Si-H [wystepuje ono w kazdej probce z delikatnym
przesunieciem] oraz 3655 cm™' charakterystyczne dla
brucytu. Widma dla obszaru P3 bardziej przypominajg
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widma uzyskane dla obszaru pekniecia, co $wiadczy
0 wystepowaniu w tym obszarze zwigzkéw w postaci
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wytrgconego przez bakterie azotanu oraz mocznika.
Pasmo charakterystyczne dla zeolitow, w zakresie
600-500 cm-', widoczne jest jedynie dla probki z serii
IA [rys. 6A]. Jak podajg Gil i in. (40), pasmo to moze
by¢ rowniez wykorzystywane do oceny krystalicznosci.
Zgodnie z danymi literaturowymi (41) charakterystycz-
nymi pasmami dla krzemianéw sg 1006 cm ~' [brak tego
piku w zmierzonych widmach], 726 cm ' [pik 709 cm"'
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Rys. 5. Widma ramanowskie osadéw wytrgconych w warunkach kontrolowanych w
obecnosci | - mleczanu wapnia, azotanéw wapnia i magnezu oraz bakterii Bacillus subtilis
w niezmodyfikowanym [fioletowy] i zmodyfikowanym pH [r6zowy] oraz Il - mocznika,
azotandw wapnia i magnezu oraz bakterii Bacillus subtilis w niezmodyfikowanym [nie-
bieski] i zmodyfikowanym pH [czerwony]

Fig. 5. Raman spectra of the sediments precipitated under controlled conditions in the
presence of | - calcium lactate, calcium and magnesium nitrates and Bacillus subtilis
bacteria at unmodified [violet] and modified pH [pink] and Il - urea, calcium and magne-
sium nitrates and Bacillus subtilis bacteria at unmodified [blue] and modified pH [red]



Tablica 2 / Table 2

NAJISTOTNIEJSZE PASMA REJESTROWANE W WIDMACH RAMANOWSKICH OSADOW WRAZ Z RODZAJAMI DRGAN Z PRZYPISANYMI PO-

SZCZEGOLNYMI ZWIAZKAMI

THE MOST SIGNIFICANT BANDS RECORDED IN THE RAMAN SPECTRA OF THE SEDIMENTS, WITH THE ASSIGNED COMPOUNDS VIBRATION

Przesuniecie Ramana / cm™ / Raman shift / cm
Rodzaj wibracji wraz z przypisaniem
Seria | wariant 2 | Seria | wariant3 | Seria Il wariant 2 | Seria Il wariant 3 Type of vibration and assignment
Series | variant 2 | Series | variant 3 | Series Il variant 2 | Series Il variant 3

- 158 157 157 Na,Mg(PO,)(CO;) (23), aragonit / aragonite (24)
- - - 210 v,(OH---0) (25)

285 285 284 286 v, CaCO;,, kalcyt / calcite (26)
- - 448 - vSiO, vFe-CN (27)

486 485 485 485 CaAl,Si,04(28)

659 ) ) ) podwdjnie zdegeneroyvane 5., W ptaszczyznie (CO,)*/ double

degenerate 9, in the (CO,)* plane (29), CaO (30)

- 716 716 - 0,5 (CO;)?%, kaleyt, & C-O-C (29)

1090 1090 1090 1090 niezdegenerowane Vv, / C:Pe-gteegér;e)rate Vv, (CO,)%, wateryt /
- - 1465 1465 v, (C=C) (31)
- - 1528 1528 va, (C=C) (31)
- - 1772 vs(C=0), H,C,(CO),NH (32)
- - - 1830 v C=0 (33)
- - 2318 - v (C=N) (33)

2437 2440 2439 2439 Si—H (34)

2951 - 2951 2951 Vi vag (C-H) (31)

3655 3655 3654 - brucyt / brucite, vMg(OH), (35)

v — drgania rozciggajace, 0 — drgania zginajgce [deformacyjne], s — symetryczne, as — asymetryczne / v — stretching vibrations, & — bending [deforma-

tional] vibrations, s — symmetrical, as — asymmetrical

na rys. 6C oraz 718 cm™ na rys. 6B - tylko w obszarach P1],
670 cm ' [brak tego pasma w zmierzonych widmach], 555 cm -
rys. 6A 548 cm" - w obszarze P1iP2], 468 cm ' [rys. 6B 469 cm™'
-P3i470 cm™ - P1i P2] oraz 377 cm ' [rys. 6A - przesuniecie
w kierunku 358 cm™ - P2 i P3]. Detekcja wyzej wymienionych
zwigzkow swiadczy o wystepowaniu krzemianéw w préobkach
przy stosunkowo niewielkiej zawartosci zwigzkéw zawierajgcych
glin. Niektérzy badacze zanotowali wystepowanie w mikrostruk-
turze kompozytu cementowanego po hydratyzacji faze C-S-H,
dla ktorej charakterystyczne sg pasma ramanowskie przy ~ 130
i ~670 cm™. Jednak w przypadku badanych mikrobiologicznych
proceséw naprawczych pasma te nie wystepowaty, co wskazuje
na inny mechanizm zaleczania rys niz poprzez formowanie fazy
C-S-H (42). Nie zarejestrowano takze wystepowania wodorotlenku
wapnia Ca(OH),, ktéremu przypisane sg pasma 260cm™", 359cm™
i 3620cm™ oraz szerokie pasmo przy 684 cm™, natomiast ziden-
tyfikowano tlenek wapnia CaO z typowym pasmem przy 658 cm-'
(30) w serii | wariantu II.

Charakterystycznymi pasmami dla bentonitu sg te zlokalizowane
przy 3625, 1638, 916, 785, 710, 430 i 200 cm™ jednak w przy-
padku zastosowanego lasera o dtugosci fali 532 nm sg one
niskiej intensywnosci i nie zostaty zidentyfikowane (43, 44). Brak
obecnosci pasm dotyczy zaréwno usrednionych widm punktéw
[rys. 6], jak i widm osaddéw na rys. 8. W tym ostatnim przypadku
ostatniego pasmo 710 cm™ jest wprawdzie obecne, jednak przy-
pisanie nalezy do kalcytu (45).

recorded in the lower layers of the sample [green lines], which
was manifested by an increased fluorescence and a decrease in
the S/N ratio (36-38).

In the spectra obtained for the upper part of the surface near to the
crack [P1], distinct bands in the 1200-1800 cm-' range attributed to
the organic component, derived from amides I-1ll and carbohydrate
groups, were observed in sample IIA in contrast to the P2 position
(39). Furthermore, bands of 486 cm™, attributed to anorthite, were
noted in each case. The fewest bands were observed in the centre
of the sample [position P2]. For this area, a band of 2439 cm™’
corresponding to Si-H was observed [it is present in each sample
with a slight shift] and 3655 cm™ characteristic of brucite. The
spectra for the P3 area resemble those obtained for the upper
crack area, indicating the presence of organic compounds in the
area in the form of nitrate and urea precipitated by bacteria. The
band characteristic of zeolites, in the range of 600-500 cm-, is only
visible for the IA sample [Fig. 6A]. As reported by Gil et al. (40), this
band can be used to assess crystallinity. According to the literature
(41), the characteristic bands for silicates are 1006 cm ~' [however,
this peak was not observed in the measured spectra], 726 cm -
[peak 709 cm™ in Fig. 6C and 718 cm™ Fig. 6B - in P1 areas only],
670 cm ' [not observed in measured spectra], 555 cm ' [Fig. 6A
548 cm™ -in P1 and P2 areas], 468 cm~' [Fig. 6B 469 cm™' - P3 and
470 cm™ - P1iP2] and 377 cm - [Fig. 6A - shift towards 358 cm""
- P2 and P3]. The detection of the above-mentioned compounds
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Przesuniecie Ramana / Raman shift (cm™)
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Rys. 6. Usrednione widma z obszaréw peknigcia z pozycji P1 [linia czerwonal], P2 [linia niebieska] i P3 [linia zielona] probek IA[A], IB [B], IA[C] i lIB

[D]. Intensywnos$¢ znormalizowana do najwyzszego pasma

Fig. 6. Averaged spectra from the fracture areas from positions P1 [red line], P2 [blue line] and P3 [green line] of samples IA[A], IB [B], IA[C] and IIB
[D]. Intensity normalised to the highest band
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Rys. 7. Mapy ramanowskie z obszaréw zaleczonego pekniecia analizowanych prébek, [A] Widma dwoch gtownych sktadowych z analizy map technikg
TrueMatch, [B] mapy dystrybucji przestrzennej dwoch gtéwnych sktadnikow chemicznych [kolory na mapie odpowiadajg kolorom widm w kolumnie A],
[C] mapa dystrybucji osadéw wytrgconych w warunkach kontrolowanych w obecnosci mleczanu wapnia lub mocznika — analiza nadzorowana z uzyciem
widm wytrgconych osaddéw zaprezentowanych na rysunku 5

Fig. 7. Raman maps from areas of healed fracture of the analysed samples, [A] spectra of the two principal components from map analysis using the

TrueMatch technique, [B] maps of the spatial distribution of the two main chemical components [colours on the map correspond to the colours of the

spectra in column A], [C] map of the distribution of precipitates precipitated under controlled conditions in the presence of calcium lactate or urea - su-

pervised analysis using the spectra of precipitates precipitated presented in Figure 5

312



Intensywno$¢ Ramans
Raman Intensity

-~
300 600 o0 1200 1500 1800 210C  2K00 2000

Przesunigcie Ramana / Raman shift (cm™)

o0 300 3600

Raman Intensity

Intensywno$c¢ Ramans

09 600 w0C 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000 3300
Przesunigcie Ramana / Raman shift (cm™)

3600

Raman Intensity

Intensywnos¢ Ramans

E 1A }
S 5

g‘g g

s

»85

cc

$8|5

P

S |l T2 i

E (WM

1200 1600

3 T ez o @m0 e
Przesunigcie Ramana / Raman shift (cm™)

3000

300 500 200 1200 1500 1800 zi0e _ 2400 2700 5000

Przesunigcie Ramana / Raman shift (cm'™)

3300

Rys. 8. Widma ramanowskie wytrgconych osaddéw z zaleczonych peknie¢ dla badanych prébek, strzatkami zaznaczone pasma pochodzgce od drgan

zwigzanych z kalcytem lub argonitem i waterytem

Fig. 8. Raman spectra of precipitated sediments from healed cracks for the samples studied, peaks from vibrations associated with calcite or argonite

and vaterite are indicated by arrows

Z uzyciem oprogramowania TrueMatch wyodrebniono 2 gtéwne
sktadniki obecne w obszarach zaleczonych pekniec, ktorych roz-
ktad przestrzenny przedstawiono na podstawie widm z uzyciem ko-
loréw czerwonego [odpowiadajgcego sktadnikowi 1] i niebieskiego
[odpowiadajgcego skfadnikowi 2] przedstawionych w kolumnach
AiB. Nastepnie przedstawione na rys. 7 mapy chemiczne zostaty
poddane analizie nadzorowanej z wykorzystaniem widm osadéw
uzyskanych narys. 5, odpowiednio dla prob z mleczanem wapnia
i mocznikiem. Rozkiad ten przedstawiono w kolumnie C. Mozna
zauwazy¢, ze dystrybucja przestrzenna pokrywa sie w kazdym
przypadku z wyselekcjonowanym sktadnikiem oznaczonym kolo-
rem niebieskim. Na tej podstawie mozna wyciggng¢ wniosek, ze
odpowiednie substancje wytrgcone wskutek dziatalnosci bakterii
stanowig istotny sktadnik w procesie uzupetniania powstatego
ubytku we wszystkich badanych probkach.

W celu identyfikacji wytworzonych w procesie leczenia pekniecia
mineratéw poréwnano widma osadoéw ze szczegdlnym uwzglednie-
niem pikoéw przypisywanych trzem naturalnym formom krystalicz-
nym CaCOj: kalcytowi, waterytowi i aragonitowi (rys. 8). W zadnej
z badanych prébek nie zaobserwowano dubletu 1076 i 1087 cm-"
charakterystycznego dla waterytu, co moze $wiadczy¢ o jego braku
lub bardzo matej ilosci (46). Przesuniecia Ramana obserwowane
ponizej 350 cm™ przypisuje sie drganiom strukturalnym Ca-O,
a w zakresach 1076-1090 oraz 700-750 cm-' rozciggajgcym grup
CO,*(47-50). Aragonit charakteryzuje sie obecnoscig pasm w za-
kresie 204-209 cm™' oraz 1076/1090 cm obecnych w prébkach
IA oraz IB, gdzie wytrgcanie zachodzito w obecnosci mleczanu
wapnia. Interesujgco w probce |A zaobserwowano tez pasmo
754 cm, ktére mozna przypisaé obecnosci waterytu, jednak bez
obserwacji wspomnianego powyzej dubletu. Moze to swiadczy¢
o obecnosci struktur przejsciowych waterytu i aragonitu w procesie
wytrgcania ze wspolnego prekursora (45). Z kolei struktury kalcytu
zostaty zaobserwowane w przypadku prébek 1A oraz 11B, poprzez
obecno$¢ pasm 710 i 1090 cm™', odpowiadajgcych drganiom roz-

is indicative of the silicates presence in the samples at relatively
low levels of Al-containing compounds. Some researchers have
observed the occurrence of a C-S-H phase in the microstructure
of a cemented composite after hydration, for which Raman bands
are characteristic at ~ 130 and ~ 670 cm™'. However, in the case
of the microbial repair processes studied, these bands were not
present, indicating a different mechanism of healing than through
the formation of a C-S-H phase (42). The occurrence of calcium
hydroxide Ca(OH),, attributed to bands at 260cm™', 359cm™" and
3620cm™ and a broad band at 684 cm™", was also not recorded,
while calcium oxide CaO was identified with a typical band at 658
cm' (30) in variant Il of series |.

Characteristic bands for bentonite are those located at 3625, 1638,
916, 785, 710, 430 and 200 cm™ however, for the 532 nm laser
used, they are of low intensity and were not identified (43, 44).
The absence of bands applies to both the averaged spectra [Fig.
6], and the sediment spectra in Fig. 8. In the latter case, the 710
cm™ band is assigned to the bending of calcite (45).

With the use of TrueMatch software, the 2 main components pres-
ent in the areas of healed cracks were visualised, for which the
distribution and spectra were presented using the red [correspond-
ing to component 1] and blue [corresponding to component 2]
colours shown in columns A and B. The chemical maps presented
in Fig. 7 were then subjected to a supervised analysis using the
experimental spectra of the precipitates obtained in Fig. 5 for the
calcium lactate and urea samples, respectively. This distribution is
shown in column C. It can be observed that the spatial distribution
coincides in each case with the selected component marked in
blue. Therefore, it can be concluded that the respective substances
precipitated by the bacterial activity are an important component
in the replenishment of the resulting defects in all samples tested.

For the identification of the minerals produced in the treatment,
the spectra of the sediments were compared, with particular
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ciggajacym v,CO,* oraz v,C0,2(48,51). Dodatkowo zaobserwo-
wano obecno$¢ pasm 209 cm™' przypisywanych aragonitowi (47).
Na rys. 8 w prébkach 1A i 1I1B, zaleczanych z udziatem mocznika,
mozna zaobserwowac réwniez pasmo 3655 cm' o duzej intensyw-
nosci charakterystyczne dla brucytu. Pasmo to jest przypisane do
drgan rozciggajacych grup hydroksylowych Mg(OH), (52,53) Ta
forma krystaliczna bytfa rowniez zidentyfikowana w widmach osa-
dow oraz w XRD omoéwionych we wczesniejszej czesci artykutu.
Przeprowadzone analizy z wykorzystaniem techniki spektroskopii
ramanowskiej wyraznie wskazaty na obecnosc¢ form krystalicznych
weglandéw wapnia, co w zestawieniu z przedstawionymi badania-
mi mikroskopowymi i dyfrakcji rentgenowskiej potwierdza udziat
aktywnosci mikrobiologicznej w procesach zaleczania spekanych
kompozytéw cementowych. Jednakze krystalizacja brucytu jed-
noznacznie wskazuje na jednoczesne zachodzenie abiotycznych
procesow wytrgcania nowych form krystalicznych wewnatrz rysy.

4. WniosKki

W niniejszej pracy oceniono efektywnos$¢ naprawy spekanych
zapraw poprzez aplikacje srodkdw naprawczych zawierajgcych
mieszanki bentonitu i zeolitu NaX impregnowanego sporami
bakterii Bacillus subtilis oraz roztwory cementujgce. Badania po-
twierdzity efektywnos¢ wytrgcania weglanéw w rysach kompozytow
cementowych zaréwno dla serii z roztworami cementujgcymi, ktére
oprécz azotandw wapnia i magnezu, zawieraty mleczan wapnia
(I) oraz mocznik (I1). Niemniej jednak, powierzchnie przetamu rys
zajete przez wytrgcone osady byty okoto dwukrotnie mniejsze dla
serii | [Srednio 14,5%] niz dla serii Il [$rednio 31,7%]. Réznica ta
moze wynikac¢ z dwojakiej natury procesu wytrgcania osadow, za-
obserwowanej zaréwno w warunkach kontrolowanych jak i na po-
wierzchni zaleczonych przetoméw spekan. Oprocz potwierdzenia
efektywnego wytrgcania weglanu wapnia, $wiadczgcego o zajsciu
procesu MICP, stwierdzono krystalizacje wystepujgcych w roztwo-
rach zwigzkéw chemicznych, szczegdlnie w warunkach zwiek-
szonego odczynu srodowiska [modyfikacja pH oraz powierzchnia
zaprawy cementowej]. Zwiekszong intensywnos¢ wytrgcania przy
alkalicznym pH odnotowano szczegdlnie dla serii | [mleczan wap-
nia], co moze wskazywacé na znaczacy udziat proceséw abiotycz-
nych dla tej serii. Analiza obrazu potwierdzita wiekszg efektywnosé
procesu MICP inicjowanego aktywnoscig bakterii Bacillus subtilis
dla serii Il zawierajgcej mocznik. Analiza mikrostruktury osadéw
wytrgconych w warunkach kontrolowanych, jak i powierzchni
zaleczonych przetoméw rys, potwierdzita wystepowanie wegla-
néw wapnia w trzech formach krystalicznych: kalcytu, aragonitu
i waterytu oraz, dla czesci wariantéw, brucytu. Przeprowadzone
analizy z wykorzystaniem spektroskopii ramanowskiej pozwolity
na szczegotowe scharakteryzowanie wytrgcanych mineratéw oraz
potwierdzity efektywno$¢ samozaleczania spekanych kompozytéw
cementowych, wskazujac na jednoczesne zachodzenie procesow
MICP i abiotycznego wytrgcania form krystalicznych.

Praca zostata sfinansowana przez NAWA w ramach Projektu
Internationalization of the Doctoral School of Lublin University of
Technology — IDeaS of LUT
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emphasis on the peaks attributed to the three natural crystalline
forms of CaCO;: calcite, vaterite and aragonite [Fig. 8]. The 1076
i 1087 cm doublet characteristic of vaterite was not observed in
any of the samples tested, which may indicate its absence or very
low concentration (46). Raman shifts observed below 350 cm™’!
are attributed to structural vibrations of Ca-O, and in the ranges
1076-1090 and 700-750 cm-" to stretching of CO,2 groups (47-50).
Aragonite is characterised by the presence of peaks in the range
204-209 cm™ and 1076/1090 cm™ present in samples |IA and IB,
where precipitation occurred in the presence of calcium lactate.
Interestingly, a 754 cm™' band was also observed in sample IA,
which could be attributed to the presence of vaterite, but without
the observation of the above-mentioned doublet. This may indicate
the presence of transitional structures of vaterite and aragonite
in the precipitation from a common precursor (45). On the other
hand, calcite structures were found in samples IIA and 1I1B by the
presence of 710 i 1090 cm™ bands, corresponding to v,CO,* and
v,CO,% stretching vibrations (48,51). Additionally, the presence of
209 cm™ bands attributed to aragonite was observed (47). In Fig.
8, a 3655 cm™ high-intensity band characteristic of brucite can
also be observed in urea-healed samples IIA and IIB. This band
is attributed to the stretching vibrations of the hydroxyl groups of
Mg(OH), (52,53) This crystalline form was also identified in the
sediment and XRD spectra discussed earlier. Raman spectroscopy
analyses indicated the presence of crystalline forms of calcium
carbonate, which, in combination with the microscopic and X-ray
diffraction studies presented, confirms the involvement of microbial
activity in the healing processes of cracked cement composites.
However, the presence of brucite clearly indicates the simultaneous
occurrence of abiotic processes of precipitation of new crystalline
forms within the crack.

4. Conclusions

In the present study, the effectiveness of healing cracked mortars
by applying repair agents containing mixtures of bentonite and
NaX zeolite impregnated with Bacillus subtilis bacterial spores
and cementing solutions was evaluated. The study confirmed
the effectiveness of carbonate precipitation in the cracks of the
cement composites for both series with cementing solutions that
contained calcium lactate (1) and urea (I1) in addition to calcium and
magnesium nitrates. Nevertheless, the crack breakthrough areas
occupied by the precipitates were about twice as small for series |
(average 14.5 %) as for series |l (average 31.7 %). This difference
could be attributed to the twofold nature of the precipitation process,
observed both under controlled conditions and on the surface of
healed crack breakthroughs. In addition to confirming the effective
precipitation of calcium carbonate, evidencing the occurrence of
the MICP process, crystallisation of compounds present in solution
was observed, particularly under conditions of increased environ-
mental pH (pH modification and cement mortar surface). Increased
precipitation at alkaline pH was recorded particularly for series |
[calcium lactate], which may indicate a significant contribution of
abiotic processes for this series. Image analysis confirmed a more
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