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FORORD

Foreliggande studie har utfortsi syfte att undersoka mojligheterna att med hjdp av bio-
teknologi forandra jords egenskaper. Arbetet omfattar dels en litteraturundersékning om
mikrobiellt modifierad jord, dels en laborativ studie av mikrobiell karbonatisering av
sandig jord. Studien genomfdrdes redan 2008 men publiceras forst nu som en rapport i
den Variaserie som ges ut av Statens geotekniska institut (SGI). Av denna anledning
kan en del nyare referenser till arbeten pd omrédet saknas i rapporten. Ar 2009 framla-
des t.ex. en doktorsavhandling i &mnet ”Biogrouting” vid Tekniska Universitetet i Delft
av Leon Van Paassen, och vid SGI har Pascal Suer m.fl. gjort en jamférande livscykel-
analys av kemisk respektive biologisk stabilisering av jord som publicerats Journa of
Environmental Science and Health Part A (2009) 44, 346-353. For narvarande pagar
ocksa vid SGI arbete med utveckling av en ultraljudsmetod for att kunna verifiera hall-
fasthetstillvaxt i biostabiliserad jord i bank-skala.

Foreliggande studie har finansierats av SGI och granskats av Lennart Larsson, SGI. De-
lar av arbetet kunde genomforas tack vare 1an av sarskild utrustning och lokal vid f.d.
Ekologiska institutionen, Lunds Universitet och ett stort tack riktas darfor till Professor
Goran Bengtsson och Professor Christer L6fstedt for dessa lan.

Mamé 2011-10-05

Christel Carlsson
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1 BAKGRUND OCH SYFTE

Olika faktorer, som hogt fororeningsinnehdll, ofdrdelaktiga hydrauliska egenskaper
(konduktivitet, kapillaritet) styvhet och hdllfasthet hos naturliga jordar eller avfalsklas-
sificerade material kan begransa deras anvandning som anlaggningsmaterial. Modifie-
ring av materialegenskaper for att uppfylla stéllda tekniska och miljomassiga krav &
vasentligt vid all grundlaggning. Speciellt stabilisering av jordar som béar last under
bade nya och befintliga byggnader och vid reducering av permeabiliteten vid byggande
under grundvattenytan, t.ex. tunnlar. Forskning om vilka processer och materialegen-
skaper i nano-/mikro-/porskala som styr de makroskopiska egenskaperna, samt hur des-
sa kan modifieras (pore-scal e engineering) ar angelaget.

Syftet med denna forstudie ar att gora en inledande undersokning rérande majligheter
och metoder for att forandra jords egenskaper med hjadp av bioteknik. Genom att utnytt-
ja potentialen hos mikroorganismer att katalysera utfalningsreaktioner kan markens
geotekniska och miljotekniska egenskaper modifieras.

Forstudien bestér av foljande moment:

1) Litteratursdkning och kunskapsinhamtning om mikrobiell modifiering av jord.
2) Laborativ studie av mikrobiell karbonatisering av sandig jord inklusive verifie-
ring av registrerad effekt.

2 MIKROBIELL MODIFIERING AV JORD

Idag anvands flera olika metoder for att stabiliserajord i syfte att férbéttra jordens me-
kaniska egenskaper. Kemisk stabilisering eller cementering &r ett exempel pa en sadan
metod. Ett problem med denna metod har ibland varit att de kemikalier som anvants
kraftigt forandrat pH i marken eller t.o.m. varit toxiska. En innovativ metod for att stabi-
liserajord &r att 1ata naturligt forekommande icke-patogena mikroorganismer katalysera
utfallning av ett mineral som kan binda samman kornen, i detta fall kalcit. Genom att
reglera koncentrationen av mikroorganismer och specifika naringslésningar kan karbo-
nati seringsprocessen styras och en utféllning skapas.

2.1 Processer

Mikrobiellt katalyserade mineralutfdlningar & vanligt forekommande i porésa medium
i naturen. Utfalningen & en funktion av mediet och vid gynnsamma férhdllanden kan
de flesta bakterier bilda utféliningar (Boquet et al., 1973). En del bakterier kan produce-
ra s.k. exo-polymerer pa utsidan av cellvaggarna, som bildar ett semmigt lager som
sedan kan kvarstd i naturen aven efter att bakterierna détt (Lappin-Scott et al., 1988,
MacLeod et al., 1988). Dessa polymerer, eller polysackarider, kan tillsammans med
sidva mikroorganismerna sétta igen porerna i jorden och paverka dess permeabilitet
(Lappan and Scott-Fogler, 1996). Dessutom kan mikroorganismernas negativt laddade
cellvaggar beframja ackumulering av metalljoner och organiska amnen pa cellvaggarna
som ocksa kan paverka jordens permeabilitet (Ghiorse, 1984). Mikroorganismer kan
ocksa ackumulera oorganiska amnen genom utféalining av t.ex. fosforiter, karbonater,
silikater samt jarn- och manganoxider (Beveridge et al., 1983, Ghiorse, 1984, Knall,
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1985; Ruiz et a., 1988, Rivadeneyaet a., 1991). | naturliga miljoer kan dessa processer
ske langsamt 6ver geologisk tid, men vid kontrollerade forhallanden kan processerna
stimuleras att ske inom nagra dagar (Stocks-Fischer et al., 1999, Bachmeier et al.,
2002).

Ett sddant exempel pa s.k. selektiv cementering & mikrobiell utfallning av CaCOs. Ett
exempel pa mikrobiell karbonatisering & da mikroorganismer anvander urea som ener-
gikalla och producerar ammoniak som 6kar pH i miljon narmast cellen, vilket far Ca?*
och COs? att falla ut som CaCOs (Kroll, 1990, Gollapaudi et al., 1995, Nemati et d,
2005). | en jord dar urea och CaCl, tillsétts kan den biokemiska reaktionen summeras
(Stocks-Fischer et al., 1999):

Ca" + Cell & Cdl-ca
Cl" + HCO5 + NH3 <> NH4Cl + CO4
Cell-Ca?* + COs> = Cell-CaCO;

Ett annat exempel pa mikrobiell utfallning & da specifika bakterier faller ut jarn- och
manganoxider (Jannasch and Wirsen, 1993, Dorn and Oberlander, 1981). Bakterierna
skapar speciella forhdllande i sin narmiljo (forhajt pH och Eh) som beframjar bade ke-
misk och enzymatisk oxidation av Fe och Mn (Ghiorse 1984). De metalloxider som
bildas sitter oftast pa utsidan av cellvaggen hos bakterierna, men kan aven éaterfinnas
innanfor cellmembranet hos en del bakterier (Nealson and Tebo, 1980).

2.2 Tillampningsomraden

De ovan namnda mikrobiella processerna kan anvandas for att modifiera en jords hall-
fasthet, styvhet och permeabilitet. Mikrobiell karbonatisering har bl.a. anvants for att
reparera sprickor i historiska byggnader och skulpturer (Rodriguez-Navarro et al., 2003,
Webster and May, 2006) samt i berg som fungerar som oljereservoirer (Finnerty and
Singer, 1983). | en laborativ studie har man visat att narvaron av en anaerob termofil
bakterie (Shewanella) genom mineralutfallning kunde dka hdllfastheten med 25% hos
murbruk bestdende av cement och sand (Ghosh et al., 2005). Inom oljeindustrin har
man ocksa anvant mikroorganismer for att reducera jords permeabilitet (van Hamme et
al., 2003). En vanlig teknik for att 6ka utvinningen av oljai en oljereservoir &r att injek-
tera vatten, som tranger undan oljan i porerna (water flooding). Om det &nda finns olja
kvar i marken efter injekteringen beror det troligen pa att jorden inte & homogen m.a.p.
permeabilitet. | zoner med hog permeabilitet kan da en kombination av bakterier och
naringsdmnen injekteras for att stimulera bakterietillvéxt och produktion av exo-
polymerer som tillsammans sétter igen porerna i marken och darigenom omdirigerar
vattenfl6det (Khire and Kahn, 1994 a, b).

2.3 Framtida utmaningar

Hittills har forskningen inom omradet varit fokuserad pa att modifierajord i laboratorie-
skala (Whiffin, 2004, DeJong et al, 2006). De biogeokemiska och fysikaliska forhallan-
denai jorden, salinitet, pH, temperatur, tillgang pa néringsdmnen, porositet, vatteninne-
hall, hydrauliska egenskaper etc. paverkar forutsittningarna for att styra den mikrobiellt
katalyserade processen i falt. En stor utmaning ar att genomféra studier och praktiska
forsok i storre skala och dutligen under verkliga fatférhallanden. Hur formen och
strukturen hos den utféllda kalciten paverkar jordens makroskopiska egenskaper ar €j
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kant. Givet den fysiska och kemiska heterogeniteten som man kan forvanta sig under
fatforhdllande sd kvarstar fragan om i vilken utstrackning som processen gar att kon-
trollera. Okad kunskap & nodvandigt for att kunna utforma strategier och teknik for att
tillampa tekniken i félt.

3 MIKROBIELL KARBONATISERING | KOLONNFORSOK

3.1 Inledning

Vid detta forsok onskades optimala betingelser for processen. Bakteriell utfélning pé
verkas av egenskaper hos det porosa mediet (sanden), storleken pa biomassan, bakteri-
ernas metaboliska aktivitet, tillgangen pa néringsamnen, pH i den omgivande miljon
m.m.

For att mikroorganismer ska kunna inducera utféllning av kalcit pa ett effektivt sitt
krévs att dessa producerar CO, samtidigt som de genererar ett hogt pH till omgivningen.
Alkaliska forhallanden kravs for att en utfalning av CaCOs ska kunna ske. Aeroba bak-
terier som kan anvanda urea som energikélla ar sarskilt bra kandidater eftersom dessa
kan producera CO, pa tva sétt, dels genom att respirera, dels fran nedbrytningen av
urea. En sadan kandidat & Bacillus pasteurii, som &r en vanligt férekommande agrob
bakterie i marken som producerar enzymet ureas som krévs for nedbrytning av urea.
Bacillus pasteurii & dessutom en bakterie som inte tenderar att aggregera, vilket okar
sannolikheten for en hdg bakteriell specifik yta (htg kvot mellan bakteriens yta och dess
volym) vilket & nodvandigt for en effektiv induktion av utfalining. Denna bakterie val-
des darfor som mikrobiell komponent i foreliggande experiment.

Hur den mikrobiellt inducerade karbonatiseringen kommer att paverka graden av granu-
ler och déarmed halfastheten beror bl.a. pa bakteriernas mgjlighet att rora sig (aktivt
eller passivt) i porerna och pa graden av kontakt mellan sandkornen per volymenhet. |
ett arbete av Mitchell och Santamarina (2005) finns ett resonemang kring val av sand
vid mikrobiell karbonatisering i sandkolonner, dér man menar att relationen mellan san-
dens partikelstorlek samt mikroorganismernas storlek, har betydelse for hur effektiv
karbonatiseringen blir. For att uppna en effektiv process ska bakterierna initialt enkelt
kunna passerain i porernai sanden och dér tillatas sorberartill partikelytorna. Efter till-
sats av naringslosning okar cellernai omfang pa grund av tillvaxt och hindras darmed
steriskt fran att passera ut ur sandens porer. Bacillus pasteurii forvantas vara mellan 1
och 3 um innan tillvéxt och ska inte kunna passera genom porerna i en kvartssand med
partikelstorlek mellan 0,2 och 0,3 mm (DeJong et a, 2006).

3.2  Material och metoder
3.2.1 Uppodling av mikroorganism

Bacillus pasteurii (American Type Culture Collection 6453) fran CCUG (Culture Col-
lection, University of Goteborg ) odlades upp pa skak (150 rpm) vid 37 °C i 36 timmar i
en liter av ett uppodlingsmedium innehdllande 5 g pepton, 3 g kottextrakt och 20 g urea
per liter destillerat vatten. Mediet hade autoklaverats 120 °C i 20 minuter varvid urea
delvis sonderdelats och pH i [6sningen hojts fran neutralt pH till ungefar pH 8. Alkaliskt
forhdllande & nodvandigt for tillvaxt av Bacillus pasteurii. Cellerna skordades genom
centrifugering 1000xg vid 4 °C i 20 minuter och extracellulart material tvéattades bort
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genom att supernatanten tomdes av och nytt uppodlingsmedium tillsattes. Centrifuge-
ringen upprepades och cellerna resuspenderades slutligen i 200 ml uppodlingsmedium.
Celltdtheten i denna stamldsning bestdmdes genom bakterierékning i Burkerkammare i
mikroskop.

3.2.2 Preparation av sand

| studien anvandes Baskarpsand 25™ med ett organiskt innehdll pa 0,22% (analyserat
med glodgningsforlust vid 1000 °C) och en kvartshalt pa ungeféar 73%. Sanden siktades
till partikelstorlek mellan 0,2 mm och 0,3 mm och steriliserades (150 °C i 20 timmar)
innan den packadesi kolonner.

3.2.3 Tillverkning av ureamedium

En ureal 6sning bestdende av 20 g urea (NH2(CO)NH,), 10 g NH4Cl, 2,12 g NaHCOs
och 3 g pepton per liter destillerat vatten blandades och pH justerades genom tillsats av
6 M HCI till pH 6.0 for att minimera bakterietillvaxt under lagring i kylskadp. Ureal6s-
ningen sterilfiltrerades precis innan anvandning och pH i l6sningen hojdes darefter till
7.5 genom steril luftning. En 16sning med CaCl, (140 g/L) blandades separat och autok-
laverades. Innan anvandning i experimentet tillsattes CaCl, till ureal Gsningen sa att slut-
koncentrationen var ungefér 25 mM m.a.p. CaCl,i denna.

3.2.4 Experimentell uppstéallning

Figur 1 visar den experimentella uppstéllningen som anvandesi studien. Tva kolonnfor-
sok utfordes; ett experiment med tillsatta bakterier och ett kontrollexperiment utan till-
satts av bakterier. | experimentet med tillsatta bakterier anvandes en PV C-kolonn med
en inre diameter pa 57 mm och en langd pa 150 mm som packades med ungefar 850 g
sand. | experimentet utan till satta bakterier anvandes en mindre plastkolonn med en inre
diameter pa 39,5 mm och en langd pa 101 mm och denna packades med ungeféar 270 g
sand. Kolonnernas respektive snittytor var darmed 2553 mm? respektive 1225 mm? (Ta-
bell 1). Kolonnerna var forsedda med avtagbara skruvliock i béda andar som hade an-
slutningar av teflon (Swagelok) till vilka teflonslangar (1.6 mm i.d.) var monterade.
Som filter vid in- och utlopp av kolonnen anvandes ett lager av glaskulor (2 mm i dia-
meter) med en ungeférlig hojd av en halv till en cm. | botten av kolonnen monterades
dessutom ett glest glasfilter for att halla kvar glaskulornai kolonnen. Bakterie- och nér-
ingsldsningar forvarades i sterila glasflaskor och tillfordes kolonnerna under omrérning
och luftning via teflonsdangar med hjalp av en peristaltisk pump (Ismatech Reglo-
Digital MS-4/8-100). Pumpen anvande en pumpslang (0,38 mm i.d., Ismaprene) som
skdljdes med 70% etanol innan anvandning. En fraktionssamlare (ISCO retriever 11)
anvandes for uppsamling av eluatet i 50 ml plastcentrifugrér (Nunc).

Tabell 1. Kolonn- och flodesdata

Biotiskt forsok Abiotiskt kontrollfér sbk
K olonnns ytarea (cm?) 25,53 12,25
Flodeshastighet (ml/min) 1 0,48
Flode per areaenhet (cm/min) 0,039 0,039
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Figur 1. Experimentell uppstélining.

3.2.5 Mikrobiell karbonatisering i kolonn

Den storre sandpackade kolonnen med teflonslangarna monterade autoklaverades tva
ganger vid 120 °C i 20 minuter med ett dygns mellanrum. En bakteriel Gsning bestdende
av 400 ml urealésning med tillsatt CaCl, och med en celltéthet pd 5,0 x10° celler/ml
pumpades sedan underifrén genom den stérre kolonnen med ett flode av 20 ml/min
(motsvarande en Darcyhastighet av 8 mm/min). Déarefter fick bakterierna acklimatisera
och sorberatill sanden under 4 timmar innan nyberedd ureal 6sning med CaCl., tillfordes
kolonnen med en fl6deshastighet pa 1 mi/min (Darcyhastighet = 0,4 mm/min). Forsoket
fick fortga under 10 dagar vid denna flodeshastighet varvid eluatet kontinuerligt samla-
des i 50 ml fraktioner i plastror innehdllande 1 ml svavelsyra (48,5%) for att inhibera
mikrobiell aktivitet. Eluatets pH méttes periodiskt under forsokets gang for att kontrol-
lera att alkaliska forhadllanden (pH>8,2) radde i kolonnen. Eluatets pH var efter de forsta
500 ml ungefér 8,5. Déarefter steg pH i eluatet till pH>9 under resten av forsoket. Efter
10 dagar avbrots experimentet. Da hade 11,7 liter urealGsning passerat den storre kolon-
nen.

Kontrollexperimentet med den mindre kolonnen utférdes pa samma satt som beskrivs
ovan, men med skillnaden att inga bakterier tillsattes den forsta |6sningen och att hela
uppstéalIningen belystes med UV-ljus under hela experimentet for att forhindra bakterie-
tillvaxt i slangar och kérl. Fl6det genom kontrollkolonnen halverades jamfort med i den
storre kolonnen, for att ge samma Darcyhastigheter som ovan, vilket ocksa resulterade i
att en mindre volym lésning anvandes till detta forsok (5,5 liter). Eluatets pH méttes
under foérsokets gang och varierade mellan 7,5 och 7,8. Forsoket avbréts 0,35 liter (12
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timmar) tidigare an planerat efter att den ingdende |6sningen infekterats av bakterier. En
bakterieinfektion i ureal Gsningen uppstod ocksa redan efter 1800 ml. For att dteruppratta
abiotiskt forhallande i kolonnen tillsattes vid dettatillfalle 0,5 ml formalin (37%-ig) vid
inloppet till kolonnen som sedan pumpades igenom denna. Den tillsatta mangden mot-
svarade en genomsnittshalt i vattenfasen i kolonnen pa ungefér 0,4%.

Efter avslutat experiment dppnades de bada kolonnerna och sanden pressades underifran
ut ur dessa och hyvlades av i portioner som sparadesi kylskap for vidare analys.

Experimenten med de bada kolonnerna utférdes inte parallellt utan efter varandrai tid.

3.2.6 Kalcium-analys

Halten kalcium i lésningar och eluat bestamdes med ICP-AES (inductively coupled
plasma atomic emission spectroscopy, Perkin-EImer Optima 3000 DV) av laboratoriet
vid Vaxtekologiska ingtitutionen, Lunds Universitet. Halterna kalcium i ingéende 10s-
ningar samt i 6 prov pa eluatet bestamdes i det biotiska férsoket med den stérre kolon-
nen (Tabell 2). Prover pa eluatet togs jamnt fordelat 6ver tid. | det abiotiska kontrollex-
perimentet bestamdes halterna pa ingaende l6sningar och i fyra prov pa eluatet under
forsokets gang.

Tabell 2. Kalciumhalter i 16sningar och eluat, samt ackumulerad volym av eluat i biotiskt férsok och i
abiotiskt kontrol Iforsok.

Biotiskt forsok Abiotiskt kontrollfér sok
Ca-halti Ca-halti Ackumu- Ca-halti Cahalti Ackumu-

provnr ingadende eluat lerad provnr ingdende duat lerad

[6sning volym [6sning volym

(mg/) (mg/) (1) (mg/) (mg/) (1)
24 1630 1,89 1,075 8 441 395 1,646
46 909 1,10 1,818 36 1427 811 2,7735
90 869 1,02 6,466 88 1399 981 4,2246
155 1600 1,23 7,017 114 1448 768 5,4903
207 1080 1,23 10,324
250 1050 1,23 11,678

3.2.7 XRD-analys

Rontgendiffraktion for pulver (Pulver XRD) har hdr anvants for att karakterisera

ett prov av den karbonatiserade sanden for att undersoka vilka kristallina utfallningar
som har skett i materialet. Genom att analysera diffraktionsmonster med en speciell
programvara och en databas med kanda diffraktionsmonster sa kan den kristallina fasen
bestammas. Om det inte funnits ndgra kristallina faser och materialet hade varit helt och
hallet amorft skulle inga "toppar” ha registrerats utan det skulle endast ha blivit ett bak-
grundsbrus. XRD analys genomférdes pa ett litet prov som togs i den karbonatiserade
delen i kolonnens botten med féljande utrustning: Bruker D8 Advance, radiation:
CuKa, Bragg-Bentano geometry.

14
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3.2.8 SEM-analys

Analys av den karbonatiserade sanden gjordes ocksa med SEM (Scanning Electron
Microscopy) modell Philips 515 vid institutionen for Klinisk Vetenskap, avdelningen
for Elektronmikroskopi, Lunds Universitet. Bade SEM bilder och energispektra fram-
stélldes.

3.3 Resultat

| den storre kolonnen (biotiskt forsok) dar bakterier tillsatts hade ett fast material bildats
i botten av kolonnen genom utféllning sa att glaskulorna som fungerade som filter i ko-
lonnen helt var inneslutna i detta. Kalcitutfallning hade &ven skett i den del av sanden
som var narmast glaskulorna i botten av den storre kolonnen (Figur 2). | den abiotiska
kontrollkolonnen hade ingen synlig fast fallning bildats (okulért bestémt efter avslutat
forsok).

Figur 2. Sandsten hildad under det biotiska kolonnforsoket med tillsatta bakterier (vénster) och ur-
sprungssanden (hoger).

Mangden kalciumkarbonat som fallts ut i kolonnerna beréknades utifran skillnaden i
koncentrationen kalcium i ingdende |6sning och i eluatet vilken var 12,3 g Cai den stor-
re kolonnen och 2,2 g Cai kontrollkolonnen (Tabell 3). Detta motsvarade 30,8 g CaCOs
i den stora kolonnen och 5,6 g CaCOs i kontrollkolonnen (eller 1,2 g CaCOs per cm?
sand i den stérre kolonnen och 0,46 g CaCOs/g sand i kontrollkolonnen).
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Tabell 3. Skillnader i méngden kalcium i ingaende 16sning och i eluat samt beréknade mangder utfalld
CaCOs i kolonnernai biotiskt forsok och i abiotiskt kontrollforsok

Biotiskt for sok Abiotiskt kontrollfor stk
Differens Ca(in) — Ca(ut) () 12,3 2,2
Berdknad mangd CaCOs kvar kolonnen (g) 30,8 56
CaCO; per ytenhet (g/cm?) 1,20 0,46

Vid XRD-analys erhdlls det diffraktionsmonster som visasi figur 3. Monstret visar att
utfalningen huvudsakligen bestar av kalcit (CaCQOs), men ocksa till ungefar 4-5% av
vaterit som & en metastabil form av CaCOz. Det finns ytterligare tva sma toppar som
mojligtvis kan representera sylvit och apatit, men utgor i sa fall hogst 2-4 % (personlig
kommunikation Madai, 2007).
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EBO-D?&-DH& (I -Vatere - CaC02- ¥ 150 %- dx by: 1.- WL 1.5408 - Hedagonal - 2 7.14730 - b7 14720 - ¢ 16.81700 - ajpha 90,000 - beta 90.000 - gamma 120,000 - Primiive - PEa'mmE (184) - 12-748.4
EN-WS-DM (&)~ Syhing, sy - KICI1- ¥ 1.06 % - dx by 1.- WL 1.6408 - Cublc- R 628170 - b 6.23170 - ¢ 6. 23170 - elpha BO.000- beta 90,000 - gamma &0.000 - Face camtemd - Fm-am (225) - 4- 248,060 -
00-018-0272 (N - Carbanabatyyd oy lapatite, syn - Cal POGAICOHN A OHI2 - ¥: 1.24% - dxby: 1. - WL 15406 - Haxagonsl - 2 930800 - b 830300 - ¢ 6.82700 - dpha 80.000- beta 80.000- gemma 120.00

Figur 3. Rontgendiffraktrogram som visar monstret for kalcitutfalIningen. Utfallningen bestér av kalcit (CaCOs), men
ocksatill ungefar 4-5% av vaterit som & en metastabil form av CaCOs;. Det finns ytterligare tva sma toppar som mdj-
ligtvis kan representera sylvit och apatit, men utgor i safall hogst 2-4 % (personlig kommunikation Madai, 2007).
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Figur 4. Ett energispektra framtaget med SEM som identifierar de ingdende elementen i de bildade kal-
citkristallerna, dvs. Ca, C och O.

Vid analys med SEM bekraftades genom energispektra (figur 4) att de bildade kristal-
lernainnehdll Ca, O och C. Analys med SEM visar att kristaller fallts ut pa sandkornen
och att kristallerna har innehallit och delvis fortfarande innehaller bakterier (figur 5).

Figur 5. SEM-bild med 5 g som visar en delad kalcitkristall pa ytan av et sandkorn.
Den blottade kristallytan visar de hdlrum dar de kal citproducerande bakterierna funnits. Nagra bakterier
syns ocksa kvar inuti kristallen. Langden pa den vitaliggande stapeln i bilden motsvarar 20 um.
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3.4 Diskussion

Forsoket visar att fast kalksandsten skapats av 16s sand da naringslGsning och specifika
mikroorganismer tillsatts till kolonnsystemet med packad sand. Forsoket fick fortga
under 10 dagar. Sista dagen bdrjade den stora kolonnen lacka. Detta berodde férmodli-
gen pa att utfallningen av kalcit var s omfattande i botten av kolonnen att |6sningen
inte kunde trénga igenom materialet vidare upp i kolonnen. Ett sétt att undvika att kalci-
tutfalining endast sker i botten av kolonnen skulle kunna vara att tillfora l6sningen
snabbare genom att anvanda ett hogre flode. Da skulle [Gsningen hinna langre upp i ko-
lonnen innan kalcitutfallningen sker. Man skulle ocksa kunna ténka sig batchvis tillsats
av 16sningen sasom gjordes i arbetet av DeJong et a (2006). Eventuellt hade hogre kon-
centrationen av urea och CaCl, ocksa kunnat 6ka karbonatiseringen hogre upp i kolon-
nen.

Verifiering av bildandet av kalcit har gjorts genom massbal ansberakningar, kemisk ana-
lys, rontgendiffraktometri och elektronmikroskopering. Dessutom har kontrollforsok
utforts utan tillsats av mikroorganismer. Enligt massbal ansberakningen m.a.p. innehdllet
av kalcium i ingdende 16sning och i eluatet, var det en relativt stor andel av det kalcium
som tillfordes i kontrollforstket som ocksa blev kvar i kolonnen. Det kan inte uteslutas
att denna mangd kalcium omvandlades till CaCOs i kontrollkolonnen. Eftersom urea-
l6sningen i kontrollexperimentet tidigt infekterades av bakterier & det ocksd sannolikt
att kolonnen trots den tillsats av biocid (formalin) som gjordes innehdll bakterier (om &n
inte i den omfattning som i huvudexperimentet) som kunnat bidra till en karbonatise-
ringsprocess lokalt inuti kolonnen, &ven om pH i eluatet inte indikerade tillréckligt htga
varden for att utfallningen av karbonat skulle vara optimal. For att veta om CaCOs bil-
dats méaste sanden fran denna kolonn analyseras. Koncentrerad formalin har mycket |agt
pH (uppméttes till ungeféar 4). For att kontrollera att tillsatsen av formalin inte skulle
innebéra en sadan pH-sankning i kontrollkolonnen sa att en eventuellt bildad kalcit i
denna kunde gai |6sning, méttes pH i ett batchtest dar formalin (0,4%) tillsatts |Gsning-
en. Testet visade inte pa ndgon pH-sénkning utdver den variation som fanns over tid i
eluatet. Eftersom tillsatsen i kontrollforsoket gjordes i en puls, kan det dock inte helt
uteslutas att det lokalt i inloppet till kolonnen kan ha uppstétt ett lagre pH i kontrollko-
lonnen an det som uppmaéttes i btachtestet. Eluatets pH var dock runt pH 7.7. Kontroll-
forsoket avbrots i fortid eftersom urea-losningen infekterats med bakterier. Vid mikro-
skopering av eluatet i kontrollforsoket visades att bakterier fanns med i eluatet.

4 HUR GAR VI VIDARE?

4.1 Allmant

Tekniken med mikrobiell karbonatisering forefaller ha flera viktiga tillampningsomré-
den. Det designade materialet (d.v.s. mikrobiellt bildad kalcit i en granuldr matris), kan
utgora ett element i en teknisk konstruktion, t.ex. en grundléggnings- eller jordforstark-
ningkonstruktion genom
e en 6kning av hdllfasthetsegenskaperna i en granular matris till foljd av att korn
cementeras/fasts vid varandra och skapar en fast struktur.
e enreducering av porositet och permeabilitet hos en pords matris.

Ett annat majligt tillampningsomrade ar reparation av sprickor i historiska byggnader
och skulpturer (Rodriguez-Navarro et al., 2003, Webster and May, 2006). | en laborativ
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studie har man visat att nérvaron av en anaerob termofil bakterie (Shewanella) genom
mineralutfalning kunde 6ka hallfastheten med 25% hos murbruk bestdende av cement
och sand (Ghosh et al., 2005). Det bor ocksa némnas att det finns mycket kunskap om
mineralutfallningens (kalcit) besténdighet i olika geokemiska miljoer.

Den stora konkurrensférdelen &r att materialet kan skapas pa plats, dven pa svaratkom-
liga stallen och att pa platsen befintligt material (jorden) utnyttjas. Exempelvis en be-
fintlig och bristfallig grundléggning av en byggnad kan forstérkas pa plats genom att
injektera mikroorganismer, kalcium och naringslésning under byggnaden. Ett annat
exempel & tétning av jordlagret mellan underkant spont och berg. Studien demonstrerar
att ravarans (jordens) struktur kan manipuleras med bioteknologi for att forandra dess
uppbyggnad (hdllfasthet, porositet och permeabilitet). PA sd sitt kan materiaet fa en
onskad funktionalitet och ingd som ett element i en grundl&ggningskonstruktion. Men,
de styrande processerna och inverkan av viktiga systemparametrar bor utredas ytterliga-
re.

4.2 Fortsatta laborativa studier
Fortsatta forskningsinsatser kommer att vara inriktade pa foljande moment i labskala:

e Framtagning av metod for att folja process och hallfasthetstillvaxt

e Alternativa forsoksuppstainingar som pa ett mer realistiskt sétt aterspeglar falt-
forhallanden (t.ex. 2D, resp. 3D-box)

e Styrning av karbonatiseringsprocessen (koncentration, flode, pH etc.)

e FOrsok med alternativa substrat och alternativa bakteriearter (inklusive befintlig
mikroflorai jord)

e Geokemisk modellering av processen

4.3 Faltapplikation

Tekniken &r ytterst lite undersokt i falt, men pa basis av ovanstaende kan planering av
faltforsok ske for att verifiera effekt i faltskala. Utveckling av injekteringstekniker for
att styra spatiell tillvaxt av utfallningar & angeladget. En analys bor ske av vilken ytter-
ligare dokumentation och undersokningar som maste goras for att tekniken skall vara
intressant att utveckla:

Acceptans for att injektera bakterier i mark

Alternativa substrat, aternativa bakteriestammar

Effekt av ndrvaro av andra bakteriestammar

Styrning av karbonatisering (koncentration, fléde, pH, etc)
Bestandighet
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