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Kurzfassung

Der Biobetonherstellung liegt der Prozess der mikrobiell induzierten Calcitausfdllung (eng. kurz MICP)
zugrunde, in dem Calciumcarbonat (CaCOs) als Bindemittel infolge einer von Mikroorganismen initiierten
Kettenreaktion gebildet wird. Biobeton stellt eine potenziell CO,-neutrale Alternative zu zementgebundenem
Beton dar, da bei der Biomineralisierung keine prozessbedingten CO,-Emissionen anfallen und CO, in Form
von CaCOs; gebunden wird.

Fir die Biomineralisierung muss den Mikroorganismen eine Zementierungsldsung mit Harnstoff- und
Calcium-lonen zugefiihrt werden. Die meisten Studien zu MICP befassen sich mit der Anwendung fiir die
Bodenbefestigung, bei der die Zufuhr der Zementierungslésung mittels Perkolation unter Schwerkraft von
oben erfolgt. In einzelnen Studien zur Herstellung von Steinen aus Biobeton im Ziegelformat wurden weitere
Methoden, wie das Einlegen in ein Bad der Zementierungslosung, eingefiihrt. In diesen Studien konnten
allerdings keine mit Beton oder Ziegelsteinen vergleichbaren Druckfestigkeitswerte in Kombination mit einer
ausreichenden Bauteiltiefe erreicht werden.

Die Ergebnisse aus dem vorliegenden Forschungsprojekt sowie Studien anderer Autoren zeigen, dass
insbesondere fiir das Erreichen hoher Festigkeiten die Schwerkraft und die Diffusionskrafte nicht ausreichend
sind, um die notwendige Menge geldster lonen in die Tiefe eines Bauteils zu transportieren. Nach dem
aktuellen Stand der Forschung ist eine mehrfache oder kontinuierliche Zufuhr der Zementierungslésung fir
mindestens drei Tage notwendig, um die maximale Festigkeit eines Bauteils zu erreichen.

Der Schwerpunkt des Forschungsprojekts lag daher auf der Entwicklung einer Methodenkombination, welche
die Herstellung groBerer Bauteile mit hoher Druckfestigkeit ermdglicht. Die Untersuchungen wurden
groBtenteils mit einem gefriergetrockneten Urease-aktivem Calciumcarbonat-Pulver (UACP) durchgefiihrt, in
dem das Urease-bildende Bakterium Sporosarcina pasteurii eingeschlossen war. Im Rahmen der
Untersuchungen wurden die Anzucht des Bakteriums verbessert und die Lagerfahigkeit vom UACP gepriift.
Ein wesentlicher Bestandteil des Projektes lag in der Optimierung der Mischungszusammensetzungen und der
Anpassung von chemischen Faktoren bei verschiedenen Herstellungsmethoden, wie der Perkolation mittels
Schwerkraft, dem Durchstrémen unter Druck und der additiven Fertigung. Die maximal erreichte
Druckfestigkeit bei einer Zementierungstiefe von 135 mm betrug 46 MPa und ibertrifft in dieser Kombination
bisher aus der Literatur bekannte Werte.

Um die Herstellung von Bauteilen aus Biobeton mdglichst in bestehende industrielle Fertigungsprozesse
integrieren zu konnen, wurde in diesem Projekt auch die Zementierung ohne externe Zufuhr der
Zementierungslosung  betrachtet. Allerdings konnte auf diese Weise bisher nur eine minimale
Festigkeitsentwicklung erreicht werden.

Da sich die verwendete Zementierungsldosung korrosiv auf Stahlbewehrung auswirkt, wurde im
Zusammenhang mit dem Herstellungsprinzip Durchstromen unter Druck die Anwendung einer
vorgespannten Basaltfaserbewehrung untersucht.

Zur Senkung der Herstellungskosten von Biobeton wurden zudem Anzuchtmedien auf der Basis von
Hefeextrakt aus Geldgern (Reststoffe der Bierproduktion) untersucht, die einen deutlichen Kostenvorteil
gegeniiber teuren Komplexmedien darstellen.



Abstract

The production of bio-concrete is based on the process of microbially induced calcite precipitation (MICP), in
which calcium carbonate (CaCO;) is formed as a binder as a result of a chemical chain reaction initiated by
microorganisms. Bio-concrete is a potentially CO,-neutral alternative to concrete produced by hydration of
Portland cement, since no process-related CO, emissions are generated during biomineralization and CO, is
bound in the form of CaCO:s.

For biomineralization, a cementation solution containing urea and calcium ions must be supplied to the
microorganisms. Most studies on MICP deal with the application for soil stabilization, where the supply of the
cementation solution is done by percolation under gravity from above. In some studies on the production of
bricks out of bio-concrete, other methods, such as placing in a bath with the cementation solution, have been
introduced. So far, however, it has not been possible to achieve compressive strength values comparable with
concrete or bricks in combination with sufficient component depth.

The results from the present research project as well as studies by other authors show that, especially for
achieving high strengths, gravity and diffusion forces are not sufficient to transport the necessary amount of
dissolved ions into the depth of a component. According to the current state of research, a multiple or
continuous supply of the cementation solution for at least three days is necessary to achieve the maximum
strength of a component.

The focus of the research project was therefore the developing of the combination of methods that would
enable the production of larger components with high compressive strength. Most of the research was
conducted using a freeze-dried urease-active calcium carbonate powder (UACP) in which the urease-forming
bacterium Sporosarcina pasteurii was enclosed. As part of the research, the cultivation of the bacterium was
improved and the shelf life of the UACP was tested. A major part of the project was the optimization of mix
compositions and the adjustment of chemical factors in different manufacturing methods, such as percolation
by gravity, flow under pressure and additive manufacturing. The maximum compressive strength achieved at
a cementation depth of 135 mm was 46 MPa, exceeding values previously known from the literature in this
combination.

In order to be able to integrate the production of components out of bio-concrete into existing industrial
manufacturing processes to the highest extent, cementation without external supply of the cementation
solution was also considered in this project. However, only minimal strength development could be achieved
in this way so far.

Since the cementation solution has a corrosive effect on steel reinforcement, the use of a prestressed basalt
fiber reinforcement was investigated in combination with the pressure-based manufacturing principle.

To reduce the manufacturing costs of bio-concrete, growing media based on yeast extract from breweries
were also investigated, which represent a significant cost advantage over expensive complex media.



Einfiihrung

o Harnstoff

== Calciumsalz

Calciumcarbonatbildung durch Sporosarcina pasteurii unter dem Lichtmikroskop, ILEK

Beton ist einer der wichtigsten Baustoffe der Gegenwart. Jedoch verursacht das Brennen des benétigten
Zements ca. 8 % der globalen klimaschadlichen CO,-Emissionen [1]. Die CO,-Emissionen bei der
Zementherstellung kénnen zwar durch den Einsatz von erneuerbaren Energien und die Verringerung des
Zementklinkeranteils im Beton reduziert, jedoch nicht komplett vermieden werden. Die Nutzung nattrlicher
mikrobiologischer Prozesse zur Verfestigung von Gesteinskdrnung zu sogenanntem Biobeton stellt eine
vielversprechende und potenziell CO,-neutrale Alternative zu zementgebundenem Beton dar.

Gewisse Bakterien, die ein Urease-Enzym besitzen, sind in der Lage nach Zugabe von Calcium-Salzen und
Harnstoff die Bildung von Calciumcarbonat-Kristallen zu initiieren. Der Prozess ist als mikrobiologisch
induzierte Calcitausfallung, kurz MICP, bekannt [2]. Als Biobeton wird dabei ein Baustoff bezeichnet, bei dem
Zuschldage durch die gebildeten Calciumcarbonat-Kristalle gebunden und verfestigt werden. Der
Biomineralisierungsprozess an sich ist CO,-negativ, da Kohlendioxid in Carbonat-Verbindungen gespeichert
wird.

Im Gegensatz zu chemischen Reaktionen, die zu einem (haufig sehr schnellen) spontanen Ausfallen von
Calciumcarbonat fiihren, wird der MICP-Prozess von den Urease-Enzymen gesteuert und ist durch die lokalen
sukzessiven Erhohungen und Senkungen des pH-Wertes gepragt [3]. Dies fuhrt zum Wachstum stabiler
Calciumcarbonat-Kristalle. Zusatzlich dienen die bakteriellen Zellen vielfach als Kristallisationskeime [4].

Biobeton wird bereits in einigen Bereichen des Bauwesens angewandt, wie z.B. beim Verschliel3en von Rissen
in Beton, bei der Befestigung sandiger Boden und bei der Herstellung von Ziegelsteinen und Fliesen.

Der MICP-Prozess findet in einer wasserigen Umgebung statt - die bakteriellen Zellen befinden sich wahrend
der Mineralisierung in einer Calcium- und Harnstoff-haltigen Zementierungslésung. Dabei besteht ein
positiver Zusammenhang zwischen der Druckfestigkeit der biomineralisierten Probekorper und dem
Calciumcarbonat-Gehalt [8]. Um eine hohe Festigkeit zu erreichen, soll nach aktuellem Forschungsstand die
Zementierungslosung in den Zwischenrdumen der Gesteinskérnung mehrfach ausgetauscht werden. Dies
fihrt meistens zu einer inhomogenen Zementierung bei der Herstellung gro3erer Bauteile.

Bislang existieren keine Verfahren, bei denen Biobeton zur Herstellung grof3formatiger Bauteile eingesetzt
werden kann. Das aktuelle Projekt befasst sich mit der Entwicklung von Konzepten zur Herstellung tragender
Bauteile aus Biobeton, womit ein groRes Potenzial zur CO,-Einsparung besteht.



Problemstellung

Stand der Forschung/Baupraxis

Es besteht derzeit ein groBes wissenschaftliches und kommerzielles Interesse an MICP-Prozessen und die
Anzahl an Forschungsarbeiten zu diesem Thema ist in den letzten 10 bis 20 Jahren annahernd exponentiell
gestiegen (Abbildung 1).

Abbildung 1
Anzahl der Forschungsarbeiten mit dem Schlisselwort ,MICP*
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Quelle: Web of Science, www.webofscience.com, 2022

Dabei wurden zahlreiche Zementierungsversuche durchgefiihrt und verschiedene Ansatze fiir die
Anwendung von MICP im Bauwesen entwickelt. In diesem Teil wird die Entwicklung und der Stand der
Forschung/Baupraxis zur Herstellung von biomineralisiertem Gestein beschrieben, bei dem als Bindemittel
ausschlieBlich Calciumcarbonat agiert und kein Portlandzement verwendet wird. Diese Forschungsrichtung
unterscheidet sich von solchen Anwendungen wie z.B. dem sogenannten selbstheilendem Beton, bei dem
entkapsulierte Bakterienzellen dem zementbasierten Beton beigemischt werden, um auftretende Risse zu
verschlieBen.

Die ersten wissenschaftlichen Arbeiten zu Verwendung von MICP als Bindemittel befassen sich mit der
Anwendung fiir die Bodenbefestigung [5] (2007). In Feldversuchen wurde ein Prozess entwickelt, in dem der
Gesteinskornung zuerst eine Bakterienkultur und anschlieBend mehrfach eine Zementierungslésung
zugefiihrt wurde (Abbildung 2).

Abbildung 2
Anwendung von MICP fiir die Bodenbefestigung, schematische Darstellung
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In diesem Zusammenhang wurden Techniken zur Fixierung der Bakterien in der Gesteinskdrnung durch die
Zugabe von gering konzentrierten Fixierungslosungen entwickelt [6] und grof3formatige
Zementierungsversuche (> 100 m3) durchgefuhrt [7].

Die meisten Labor-Versuche zur Verfestigung loser Gesteinskdrnung mittels MICP wurden in einem
begrenzten durch eine Schalung definierten Volumen durchgefiihrt und zielen neben der Bodenbefestigung
vermehrt auf die Herstellung von Bauteilen ab. Nach aktuellem Forschungsstand muss dem Baukorper
mehrfach oder kontinuierlich Giber mehrere Tage eine Zementierungslésung mit Calcium-lonen und Harnstoff
zugefiihrt werden, damit sich die Menge der gebildeten Calciumcarbonat-Kristalle und somit die Festigkeit
erhoht [8]. Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Zufuhr-Systeme entwickelt: die Injektion durch Druck, die
Perkolation durch Schwerkraft und das Einlegen in Zementierungslésung (Abbildung 3). Die Einbringung der
Bakterien kann sowohl analog zur Zementierungslosung erfolgen als auch durch das direkte Beimischen vor
der Platzierung loser Gesteinskérnung in die Schalung.

Abbildung 3
Verschiedene Verfahrenskonzepte bei der Biozementierung
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Das Durchstromen unter Druck (z.B. durch eine Pumpe) ist neben der Perkolation mittels Schwerkraft die am
haufigsten verwendete Zufuhr-Methoden bei Zementierungsversuchen zu MICP, da sie Untersuchungen
unter kontrollierten Bedingungen, wie z.B. einer konstanten Durchflussrate, ermoglicht.

Bereits 2004 hat Whiffin [9] Versuche mit einem Druckluft-basierten Zufuhr-System durchgefiihrt. Durch die
Erh6hung des angelegten Druckes von ca. 0,7 auf 1 bar wurde eine Verbesserung in der Zementierungstiefe
von 136 mm bis auf 170 mm erreicht. Die geringe Reduktion des Porenvolumens wéahrend der Zementierung
deutet allerdings darauf hin, dass in dieser Studie keine hohen Druckfestigkeitswerte erreicht wurden. Da die
meisten Studien bisher mit sehr durchldssigen Gesteinskdrnungen mit geringer Endfestigkeit durchgefiihrt
wurden, bedarf es bisher keines speziellen Zufuhr-Systems.

Cheng und Cord-Ruwisch (2012) [10] haben die Methoden Perkolation mittels Durck und Perkolation mittels
Schwerkraft in einem Versuch mit einer T m hohen Sandsdule verglichen. Mittels Perkolation mittels
Schwerkraft konnte lokal eine 3-fach hohere Festigkeit erreicht werden, was die Autoren auf die zyklische
Verdnderung des Feuchtigkeitsgehaltes und die darausfolgende Kristallbildung an den Kontaktstellen
zwischen den Sandkornern zuriickflihrten. Bei Betrachtung der gesamten Sdule wurde bei den beiden
Methoden kein grof3er Unterschied in der Druckfestigkeit festgestellt (3,4 und 3,9 MPa).

In weiteren Perkolationsversuchen mit 2 m-Saulen beschrieben Cheng und Cord-Ruwisch (2014) [11] die
friihzeitige SchlieBung der Sandzwischenrdume an der Zufuhr-Seite und eine daraus resultierende
Inhomogenitdat der Zementierung. AuBerdem wurde ein mathematisches Modell aufgestellt, das die



inhomogene Verteilung der Calciumcarbonat-Kristalle mit der Urease-Aktivitat, der Durchflussrate und der
Anzahl der Zufuhrzyklen verkniipfte.

Entwicklungen, die spezifisch auf die Bauteilherstellung zielen, umfassen die Herstellung von Probekdrpern
im Ziegelstein-Format durch Perkolation mittels Schwerkraft (Bernardi et al. (2014) [12], Druckfestigkeit bis zu
2 MPa) oder durch das Einlegen der Probekorper in fliissigkeitsdurchlassigen Schalungen in ein Bad mit der
Zementierungslosung. Hierbei wurden Druckfestigkeiten von 1,3 MPa (Bu et al. (2018) [13]) bis 9,7 MPa (Cheng
et al. (2020) [14]) erreicht.

Cheng und Shahin (2016) [15] haben eine Methode entwickelt, bei der Bakterien vor der Einbringung in die
Gesteinskornung in Calciumcarbonat-Kristalle eingebettet werden. Das resultierende ,Bioslurry” wird mit dem
Sand vermischt und verbesserte die Haftung der Bakterien. In eigenen Arbeiten wurde das Bioslurry durch
Gefriertrocknung in ein Urease-aktives Calciumcarbonat-Pulver (UACP) umgewandelt, das eine ldngere
Aufbewahrung ermoglicht. Mit UACP wurden kleinmal3stabliche Probekorper (D=20mm) mit
Druckfestigkeiten von bis zu 23 MPa erreicht [16]. AuBerdem wurde eine 3D-Druck Methode mit UACP
entwickelt (2020) [16], die die Herstellung poréser biomineralisierter Strukturen mit klar definierten Grenzen
ermoglicht.

In der Baupraxis ist die Fa. Biomason bekannt, die bereits industriell Fliesen aus Biobeton herstellt, deren
Druckfestigkeit nach Firmenangaben im Bereich von 27 bis 41 MPa liegt [17]. Die Hohe der Fliesen ist jedoch
durch die eingeschrankte Zementierungstiefe auf 19 mm begrenzt.

Die Anzucht des Bakteriums Sprorosarcina pasteurri, das vielfach fiir MICP-Prozesse eingesetzt wird, erfolgt im
allgemeinen auf komplexen Medien wie z.B. enzymatisch verdautem Casein oder Hefeextrakt. Dies hangt
damit zusammen, dass noch nicht vollstandig geklart ist, welche genauen Nahrstoffanforderungen S. pasteurii
an sein Medium hat. Lapierre et al. (2020) [18] konnten einige bendtigte Nahrstoffe identifizieren, jedoch
wurden auch in diesen Versuchen wieder die héchste Zellausbeute und Urease-Bildung bei der Verwendung
von Hefeextrakt als zusatzlichem Medienbestandteil erreicht. Eine Alternative zum Ersatz der meist teuren,
komplexen Bestandteile durch chemisch definierte Medienzusatze ist die Verwendung von Reststoffen.
Hierbei wurde bereits die Verwendung von Reststoffen aus Molkereien, Brauereien oder Zuckerraffinerien
untersucht [19,20].



Forschungsliicke/Entwicklungsbedarf

Far das urspriingliche Anwendungsziel der MICP zur Bodenbefestigung sind Druckfestigkeiten von mehreren
hundert Kilopascal bis zu wenigen Megapascal ausreichend. Erst in jiingerer Zeit wird der Fokus vermehrt auf
die Herstellung von Bauteilen aus Biobeton und hiermit verbunden auf der Steigerung der Druckfestigkeit
gelegt. Jedoch liegen die bislang erreichten Werte zumeist noch weit unter dem Bereich, der fiir eine
Anwendung von Biobeton in Bauteilen mit gro3er Baumasse, wie z.B. Wanden und Decken, erforderlich ware.
Hierfr ist eine Steigerung der Druckfestigkeit in den Bereich von 20 bis 30 MPa notwendig.

Wie bereits zuvor ausgefiihrt, geht bei der MICP mit einer zunehmenden Druckfestigkeit jedoch auch eine
Reduzierung der Zementierungstiefe einher, da das Gesteinsgeflige durch die Kristallbildung zunehmend
dichter wird und die Zementierungslésung nur noch langsam hindurchdringen kann. Dies fiihrt zu der Bildung
einer sehr stark zementierten Schicht am Eintrittspunkt der Zementierungslosung in die Gesteinskérnung,
wohingegen tiefere Schichten nur unzureichend zementiert werden. Fiir die Herstellung von Bauteilen wie
Wanden oder Decken wird sowohl eine tiefe Zementierung als auch eine hohe Druckfestigkeit benétigt.

Durch den hohen Salzgehalt der Zementierungslésung und das Entstehen von Ammonium wéahrend der
Biomineralisierung kann in Bauteilen aus Biobeton kein Bewehrungsstahl verwendet werden, da dieser stark
korrodieren wirde. Bislang wurde in der Forschung nur die Zugabe von Kurzfasern aus
korrosionsbestandigem Basalt untersucht, die aber kein Ersatz fiir eine durchgehende Stabbewehrung sind.
Mit der Entwicklung von Methoden zur Einbringung von korrosionsbestandiger Stabbewehrung kann das
Anwendungsgebiet von Biobeton erheblich erweitert werden.

Ein groBer Vorteil von herkdmmlichem Beton ist die einfache Aufbewahrung und Verarbeitung. Die
Herstellung von Biobeton ist dagegen weitaus aufwandiger, da eine frische Bakterienkultur angesetzt und die
Zementierungslosung in mehreren Zyklen wiederholt hinzugegeben werden muss. Durch die Entwicklung
von Methoden zur Aufbewahrung der Bakterien und durch die Reduzierung der Anzahl der
Zementierungszyklen kann die Herstellung von Biobeton erheblich vereinfacht werden.

Ein grofler Kostenfaktor bei der Herstellung von Biobeton ist die Anzucht der Bakterien. Hierfiir werden
sogenannte Komplexmedien verwendet, die zwar einer gro3en Vielfalt von Bakterien ein gutes Wachstum
ermdglichen, aber auch sehr teuer sind. Um die Verwendung von Biobeton wirtschaftlich zu machen, besteht
der Bedarf ein glinstiges, fur das verwendete Bakterium optimiertes Medium, zu entwickeln.



Zielstellung

Biobeton ist ein relativ neues Material. Es besteht daher ein hoher Entwicklungsbedarf auf mehreren Ebenen.
Der Fokus des Projekts lag primar auf der Untersuchung und Verbesserung der mechanischen Eigenschaften
von Biobeton und seiner Verarbeitung, um seine Eignung als Baumaterial im Bauwesen zu priifen.

Konkrete Projektziele

1. Untersuchung und Verbesserung der mechanischen Eigenschaften durch Entwicklung von
Verfahrensprinzipien und Bewehrungsintegration

Ein Ziel des Forschungsprojektes war die Entwicklung von mindestens einem Verfahrensprinzip fur
die Herstellung von Bauteilen aus Biobeton mit einer — verglichen mit dem Stand der Forschung -
hoheren Zementierungstiefe, Homogenitat und einer Druckfestigkeit von mindestens 20 MPa.
Desweiteren sollte die Integration von korrosionsbestandigen Stabbewehrungen aus Basaltfasern
untersucht werden.

2. Vereinfachung des Biobeton-Herstellungsprozesses

Zum einen sollte die Reduktion der bendétigten Zementierungszyklen, bestenfalls auf eine einmalige
Zugabe der Zementierungsldsung erzielt werden, zum anderen wurde die langfristige Aufbewahrung
von UACP untersucht.

3. Kostenreduktion

Im aktuellem Projekt wurde eine Kostenreduktion der Bakterienanzucht angestrebt. Hierfiir sollten
die bendtigten Nahrstoffe identifziert und ein gilinstiges Anzuchtmedium unter Verwendung
alternativer Rohstoffquellen entwickelt werden.

4. Ganzheitliche Bilanzierung zur CO,-neutralen Herstellung von Biobeton

Angestrebt war eine ganzheitliche Bilanzierung zur CO,-neutralen Herstellung von Biobeton durch
eine Abschlussarbeit.

Ubergeordnete Ziele und der Beitrag des Projekts dazu

Der Dekarbonisierung der Bauindustrie wird im Hinblick auf die globale Klimaerwarmung allgemein eine hohe
Bedeutung beigemessen. In der Beton- und Zementindustrie wird daher nach Wegen gesucht, CO--
Emissionen zu reduzieren oder nutzbar zu machen. Die Verwendung von Biobeton als Alternative zu
zementgebundenem Beton besitzt in dieser Hinsicht ein groBes Potential. Das Ziel des Forschungsvorhabens
war die Weiterentwicklung der Biobetontechnologie fiir eine zeitnahe Anwendung in der Baupraxis. Dabei
sollte die grundlegende Nutzbarkeit als ©kologisches Baumaterial untersucht sowie mdgliche
Anwendungsfelder identifiziert werden. In Folgeprojekten wird angestrebt, vertieft auf die Verwendung von
Rohstoffen aus erneuerbaren Quellen (z.B. Urin statt synthetischem Harnstoff) und auf die Materialkreislaufe
bei der Biobetonherstellung einzugehen.



Forschungsdesign

Arbeitshypothesen

Zementierungstiefe und Festigkeit des Biobetons kann durch die Konzentration der
Zementierungslosung und die Menge und Urease-Aktivitat der Bakterien beeinflusst werden.

Die Festigkeit des Biobetons kann durch die Erh6hung der Packungsdichte der Zuschldge beeinflusst
werden.

Die erreichbare Zementierungstiefe, Homogenitdt und Festigkeit von Biobeton ist stark
verfahrensabhdngig. Bei der mehrfachen Zufuhr der Zementierungslosung (Durchpumpen,
Perkolation, Einlegen), nimmt die Zementierungstiefe mit zunehmender Festigkeit ab. Durch gezielte
Anpassung der Herstellungsparameter, wie zB. der Geschwindigkeit, mit der die
Zementierungslosung zugefiihrt wird, konnten diese Einschrankungen tiberwunden werden.

Eine weitere Moglichkeit, um die herstellbaren Dimensionen von Bauteilen aus Biobeton zu erhéhen,
kdonnte auch in der Ausbildung durchldssiger Kandle in der Gesteinskdrnung bestehen, damit die
Zementierungsldsung in tiefere Schichten vordringen kann.

Im Gegensatz zu zementbasiertem Beton kann Biobeton seine Festigkeit nach dem Einbringen in die
Schalung nicht direkt erreichen. Bei Verfahrensprinzipien aus der Literatur ist bislang eine mehrfache
Zufiihrung der Zementierungsldsung notwendig, um die bendtige Menge an lonen fiir die
Calciumcarbonatbildung in die Gesteinskdrnung zu transportieren. Durch die Erhohung der
Packungsdichte und der anfanglichen lonenkonzentration, sowie durch die Zugabe von
ionenspeichernden Tonen kdnnte aber eine Zementierung ,in einem Gang” ohne weitere Zugabe der
Zementierungslosung erreicht werden.

Da eine Stahlbewehrung flr den Einsatz in Biobeton ungeeignet ist, missen Alternativen gepriift
werden. Eine Stabbewehrung aus Basaltfasern kdnnte eine passende Alternative sein, da sie Alkali
resistent ist und nicht korrodiert. Mit Basaltfasern bewehrter Biobeton wdre zudem ein rein
mineralischer Baustoff, der das Recycling erleichtern kdnnte.

Es konnte in Vorarbeiten bereits gezeigt werden, dass UACP tiber mehrere Wochen gelagert werden
kann. Unter den richtigen Aufbewahrungsbedingungen kénnte UACP ohne Aktivitatsverlust Gber
eine noch ldangere Zeit haltbar sein und ware damit dhnlich lagerfahig, transportabel und verarbeitbar
wie Zement.

Die Verwendung von definierten Medien reduziert die Anzuchtkosten der verwendeten Bakterien
gegeniiber Komplexmedien bereits stark, jedoch konnten die Kosten durch die Verwendung von
Reststoffen aus anderen industriellen Prozessen, z.B. Heferesten aus der Bierherstellung, noch weiter
gesenkt werden.

Methodischer Ansatz

Der generelle Projektansatz umfasste theoretische Uberlegungen und praktische Zementierungsversuche mit
verschiedenen Verfahrensprinzipien. Ein wichtiger Bestandteil war die Entwicklung von Versuchaufbauten, mit
denen Parameter variiert und Zementierungsdaten gesammelt werden kénnen.

Die Kultivierung von Mikroorganismen und die Herstellung des UACP wurde im 100 ml bis 8 | MaB3stab
durchgefiihrt.



Im Projekt wurden qualitative und quantitative Analysen von Biomineralisierungsprozessen durch die
Anwendung folgender Methoden vorgenommen:

- in-vivo und in-vitro Bestimmung von Enzym-Aktivitaten
- Bestimmung von lonenkonzentration in Kultur-Flussigkeiten
- Bestimmung der Menge des gebildeten Calciumcarbonates

- Druck- und Biegefestigkeits-Messungen an den hergestellten Probekorpern

Projektteam und Organisation, Kooperationspartner

Das Projekt wurde von dem Institut fur Leichtbau Entwerfen und Konstruieren (ILEK) koordiniert und in
Kooperation mit dem Institut flr Mikrobiologie (IMB) und dem Institut fiir Steuerungstechnik der
Werkzeugmaschinen und Fertigungseinrichtungen (ISW) der Universitat Stuttgart bearbeitet. Die
Bearbeiterinnen wurden von einem Industriebeirat bestehend aus der Firma Gebriider Ott Betonwerke, dem
Fachverband Beton- und Fertigteilwerke Baden-Wiirttemberg e.V. und dem Industrieverband Steine und
Erden Baden-Wirttemberg e.V. fachlich unterstiitzt.

Arbeitspakete und Meilensteine
Entsprechend dem Forschungsantrag wurde das Projekt in sechs Arbeitspakete unterteilt:
AP 1 - Identifizierung der Randbedingungen und Konzeption von Verfahrensprinzipien
- Definition der Anforderungen an Biobeton, Konzeption geeigneter Verfahrensprinzipien und
Definition ihrer Umsetzungskriterien fiir die Bauteilproduktion
- Analyse unterschiedlicher Enzymquellen und Untersuchung des Einflusses mikrobiologischer

Parameter auf die Ureaseaktivitat und die Kristallbildung

AP2 - Materialuntersuchungen mit konzeptierten Verfahrensprinzipien
- Bakterien und Enzyme: Anzucht der Bakterien / Herstellung der Enzyme, Optimierung der
Bereitstellungsform und der Aufbewahrung
- Zementierungsprozess: Untersuchung des Einflusses von Chemikalienkonzentration, Enzymmenge,
Ureaseaktivitdt, Zementierungsprogramm und Zusatzstoffen auf die Fixierung von Enzymen,

Zementierungstiefe, Homogenitat und Druckfestigkeit des Biobetons

AP 3 - Technische Umsetzbarkeit konzipierter Verfahrensprinzipien
- Theoretische Ausarbeitung und Bewertung von Konzepten zum Mischen, Ausbringen und
Zementieren von Biobeton

- Konzeption von Versuchsaufbauten fiir kleinmal3stabliche verfahrenstechnische Untersuchungen

AP 4 - Verfahrenstechnische Untersuchungen und Skalierbarkeit der ausgewahlten Verfahrensprinzipien
- Auslegung der Produktion von Bakterien / Enzymen fiir groe Volumen unter Betrachtung
okonomischer  Anforderungen durch Verwendung alternativer Anzuchtmedien und
Chemikalienquellen

- KleinmaBstébliche verfahrenstechnische Untersuchungen



- Systemtechnische Modellierung des Misch- und Ausbringverfahrens, modellbasierte Regelung

- Zuschlage

- Bewehrung

- Auswahl einer Methodenkombination anhand bauteil- und verfahrensbezogener sowie

mikrobiologischer Kriterien

AP 5 - Herstellung und Prifung von kleinmal3stéablichen Probekdrpern mit einem ausgewahlten
Verfahrensprinzip

AP 6 - Projekttreffen und Dokumentation
- Organisation von Projekttreffen

- Dokumentation und Veréffentlichung der Ergebnisse

Uber den Projektverlauf hinweg wurden folgende vier Meilensteine gesetzt:
MEILENSTEIN | (Monat 6)
- Tabellarische Aufstellung mit prozess- und bauteilbeschreibenden SystemgréBen fir mehrere

Verfahrensprinzipien

MEILENSTEIN Il (Monat 8)

- Kriterien zur technischen Umsetzbarkeit der ausgewahlten Verfahrensprinzipien wurden erganzt

MEILENSTEIN Il (Monat 12)
- 1-3Verfahrensprinzipien sind fiir weitere Untersuchungen ausgewahlt
- Tabelle mit prozess- und bauteilbeschreibenden SystemgréBen ist fir 1 - 3 ausgewahlte
Verfahrensprinzipien vervollstandigt. Umsetzungskriterien fiir das jeweilige Verfahrensprinzip sind
untersucht

- Fir 1 -3 Verfahrensprinzipien wurden Versuchsaufbauten konzipiert

MEILENSTEIN IV (Monat 21)
- Tabelle mit prozess- und bauteilbeschreibenden Systemgrof3en fiir 1 - 3 Verfahrensprinzipien wurde
mit den Ergebnissen der Versuche vervollstandigt
- Mindestens ein Verfahrensprinzip ist fiir die Herstellung von Probekérpern geeignet

- Materialkosten fiir die Biobetonherstellung sind reduziert
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Projektverlauf

Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten und der Erkenntnisse daraus (inkl.
Zwischenergebnisse und Meilensteine)

Die initialen Untersuchungen im Projekt beruhten auf eigenen Vorarbeiten, in denen Probekorper (@ 20 mm)
mittels Perkolation und pordse Strukturen mittels 3D-Druck [16] (Abbildung 4) hergestellt worden waren. Die
maximale Zementierungstiefe, die in den Vorarbeiten erreicht wurde, betrug 30 mm.

Abbildung 4
Eigene Vorarbeiten zum Projektbeginn, ILEK
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Perkolation im kleinen Maf3stab 3D-Druck (Nething et al., 2020)

Bild-Quelle: ILEK

AP 1 - Identifizierung der Randbedingungen und Konzeption von Verfahrensprinzipien

Zu Beginn des Projekts wurden die Anforderungen an Prozesse zur Herstellung von Bauteilen aus Biobeton
festgelegt. Folgende Anforderungen wurden aus bautechnischer, verfahrenstechnischer und
mikrobiologischer Sicht fiir die weitere Entwicklung als ma3geblich betrachtet:

- Hohe Festigkeit bei ausreichender Zementierungstiefe
- Madglichkeiten der Bewehrungseinbringung

- Einfache Verarbeitbarkeit

- Kosteneffizienz

- geringer CO,-FuBabdruck, Recycling-Fahigkeit

Da die Packungsdichte der Mischung allgemein entscheidend fiir das Erreichen hoher Festigkeitswerte ist,
wurden zu Beginn des Projekts optimierte Sieblinien erstellt und Verdichtungsversuche durchgefiihrt (Kapitel
Ergebnisse, Teil 3). Bei den entwickelten Mischungen wurde eine Reduktion der Porositat von 10 % bis 20 %
erreicht. Diese Mischungen wurden fiir den gesamten weiteren Projektverlauf verwendet.

Zur Bewertung verschiedener Verfahrensprinzipien fiir die Herstellung von Bauteilen aus Biobeton wurden die
Eigenschaften und spezifische Vorteile der einzelnen Verfahren tabellarisch aufgelistet und bewertet
(Meilenstein I).
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Folgende Verfahrensprinzipien wurden fiir die weitere Bearbeitung im Projekt betrachtet:
- Perkolation
Da die Zufuhr der Zementierungsldsung durch Schwerkraft technisch sehr einfach zu realisieren ist,
sollte zundchst untersucht werden, ob die Zementierungstiefe durch die Verdnderung von
raumlichen, mikrobiologischen und chemischen Parametern auf ein fiir die Bauteilherstellung
relevantes Niveau erhoht werden kann.

- Druckbasierte Herstellungsverfahren

Als weitere Moglichkeit die Zementierungstiefe zu erhéhen, wurde die forcierte Zufuhr der
Zementierungslsung durch eine Pumpe oder Druckluft betrachtet.

- Additive Fertigung

Die Erhohung der Bauteilgro3e kdnnte auch durch die Gestaltung der Bauteilstruktur erreicht werden.
Mittels additiver Fertigung sollten durchlassige Kanéle im Bauteil ausgebildet werden, die eine Zufuhr
der Zementierungslosung in das Bauteilinnere ermdglichen.

- Zementierung ohne externe Zufuhr

Parallel zu den Konzepten zur Bauteilherstellung durch mehrfache Zufuhr der Zementierungslésung
sollte untersucht werden, ob ausreichend stabiler Biobeton auch durch einen einzigen
Zementierungsvorgang erhalten werden kann. Dieses Verfahren wiirde analog zu zementbasiertem
Beton, ohne zusétzliche Zufuhr der Zementierungslosung nach dem Einbringen in die Schalung,

erfolgen.

Neben der mikrobiell induzierten Calcitausfallung (MICP) wird in der Literatur auch die enzymatisch induzierte
Calcitausfallung (EICP) fir die Anwendung in der Biomineralisierung beschrieben. Die beiden Arten der
Calcitausfallung wurden miteinander verglichen (Ergebnisse, Teil 1), um ihre Eignung fiir die Verwendung im
weiteren Projektverlauf zu bewerten. Auf dieser Basis wurde MICP fiir die Verwendung im Projekt ausgewahilt,
insbesondere in der Form von UACP.

AbschlieBend wurde in diesem Arbeitspaket der Einfluss von mikrobiologischen Parametern auf die Urease-
Aktivitat und die Kristallbildung untersucht sowie die bei der UACP-Herstellung gebildeten Polymorphe des
Calciumcarbonats charakterisiert (Ergebnisse, Teil 2.2 — 2.5).

AP2 - Materialuntersuchungen mit konzipierten Herstellungsverfahren

Im zweiten Arbeitspaket wurden Zementierungsversuche mittels Perkolation durchgefiihrt, um den Einfluss
von raumlichen, mikrobiologischen und chemischen Parametern auf die Zementierungstiefe und die
Festigkeit der Probekdrper zu untersuchen (Ergebnisse, Teil 4 und 8). Zwar konnte auf diese Weise der Einfluss
vieler Parameter analysiert und Probekdrper mit hoher Festigkeit hergestellt werden, die Zementierungstiefen
lagen jedoch nur im Bereich von 20 bis 40 mm.

In einer Versuchsreihe wurde UACP mit verschiedenen Parametern (variierende Konzentration, Zelldichte, etc.)
hergestellt und der Effekt auf die Urease-Aktivitdt analysiert. Um eine gute Reproduzierbarkeit bei der
Herstellung von UACP zu erreichen, wurde ein Arbeitsprotokoll fiir die Herstellung (Ergebnisse, Teil 2.1) von
UACP und die Messung der Urease-Aktivitat (Ergebnisse, Teil 2.2) etabliert. In einer Versuchsreihe wurde der
Einfluss verschiedener Herstellungsparameter auf die Eigenschaften von UACP untersucht. Zudem wurde in
einem Langzeitversuch Uber 7,5 Monate hinweg die Haltbarkeit des UACP unter verschiedenen
Lagerbedingungen beobachtet.



AP 3 - Technische Umsetzbarkeit konzipierter Verfahrensprinzipien

In diesem Arbeitspaket wurden Konzepte zum Mischen, Ausbringen und Zementieren von Biobeton fiir die
druckbasierten Herstellungsverfahren (Ergebnisse, Teil 4) und das additive Herstellungsverfahren (Ergebnisse,
Teil 8) ausgearbeitet. In den folgenden Arbeitspaketen wurden diese Konzepte in Versuchsaufbauten realisiert
und validiert (Meilenstein II).

AP 4 - Verfahrenstechnische Untersuchungen und Skalierbarkeit der ausgewahiten
Verfahrensprinzipien

Um groBBere Mengen UACP herstellen zu kdnnen, wurde die Produktion in dem gréBten im Labor verfligbaren
Reaktor im 8 L MaB3stab durchgefiihrt. Zur Kostenreduktion der Bakterienanzucht wurde die Verwendung
alternativer Rohstoffquellen untersucht und es konnte ein glinstigeres Anzuchtmedium auf der Basis von
Hefeextrakt aus Abfallstoffen der Brauerei entwickelt werden (Ergebnisse, Teil 7).

Zu den druckbasierten Herstellungsverfahren (Zufuhr durch externe Druckkréfte) und zu der additiven
Fertigung wurden kleinmal3stabliche automatisierte Versuchsanlagen fiir die Herstellung von Probekdrpern
realisiert und in Betrieb genommen (Ergebnisse, Teil 4.2 und 8, Meilenstein Ill). Zum Abschluss des
Arbeitspakets wurden die druckbasierten Herstellungsverfahren aufgrund der erreichten Festigkeit und
Zementierungstiefe sowie der einfacheren technischen Umsetzung fiir die Herstellung von Probek&rpern im
weiteren Projektverlauf ausgewdhlt (Meilenstein IV). Die additive Fertigung wurde wegen ihrer Flexibilitat
hinsichtlich der Bauteilgeometrie jedoch ebenfalls weiter untersucht.

Zudem wurden Konzepte zur Einbringung von Basaltfaserbewehrung entwickelt und in
Zementierungsversuchen tberpriift (Ergebnisse, Teil 5).

AP 5 - Herstellung und Priifung von kleinmaBstéblichen Probekérpern mit einem ausgewahiten
Verfahrensprinzip

Probekdorper mit einem Durchmesser von 50 mm und einer Hohe von 135 mm wurden mit den druckbasierten
Verfahren hergestellt und auf Druckfestigkeit gepriift (Ergebnisse, Teil 4.2).

AP 6 - Projekttreffen und Dokumentation

Im Laufe des Projektes fanden vier Treffen mit dem Industriebeirat statt. Bei den Treffen wurden die aktuellen
Forschungsergebnisse prasentiert und die weitere Forschungsrichtung diskutiert.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu druckbasierten Herstellungsverfahren, additiver Fertigung und
Lagerung von UACP werden detailliert in Fachzeitschriften veroffentlicht. Weitere Erkenntnisse aus dem
Projekt sollen in Nachfolgeprojekten vertieft werden.
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Beschreibung und Begriindung von méglichen Anderungen gegeniiber dem
urspriinglichen Antrag

Die Entwicklung der Verfahrensprinzipien erfolgte nicht streng nach dem urspriinglichen Zeitplan: bei den
Arbeitspaketen 2 bis 5 bestand bei verschiedenen Verfahrensprinzipien eine zeitliche Uberlappung
(Abbildung 5).

Alle Meilensteine wurden im Projekt erreicht, jedoch wurde auf eine tabellarische Aufstellung infolge einer
schwierigen Vergleichbarkeit verschiedener Verfahrensprinzipien untereinander verzichtet. Die
Entscheidungen zur Weiterentwicklung der jeweiligen Prinzipien wurde stattdessen auf der Basis von
Prasentationen und Diskussionen mit dem Projektbeirat getroffen.

Urspriinglich wurde eine ganzheitliche Bilanzierung der Biobetonherstellung angestrebt. Im Projektverlauf
wurde allerdings festgestellt, dass die CO.-Bilanz sehr stark von den verwendeten Rohstoffen und
Herstellungsprozessen abhdngig ist. In diesem Punkt besteht noch grof3er Entwicklungsbedarf, der den
Umfang dieses Projekts iberstieg. Da der Fokus des Projekts auf der Entwicklung von Verfahrensprinzipien
und der Erhéhung der Druckfestigkeit lag, wurden fiir die Versuche synthetischer Harnstoff und
Calciumchlorid in Laborqualitdt verwendet. Diese Stoffe konnen potenziell durch Abfallstoffe (z.B. Urin) und
alternative Calciumquellen (z.B. Abfallstoffe der Soda-Herstellung) ersetzt werden, was die Gesamt-CO,-
Emissionen und die Umweltbilanz des Biobetons deutlich verbessern sollte. Daher kann zum jetzigen
Zeitpunkt noch kein belastbarer Wert fiir die gesamt-CO, — Emissionen von Biobeton angegeben werden.

Abbildung 5
Projektverlauf
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Bild-Quelle: ILEK
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Ergebnisse

1. Analyse unterschiedlicher Enzymquellen und der verwendete Bakterienstamm

Die fir die Untersuchungen benétigten Urease-Aktivitaten konnen prinzipiell entweder in Form von zelluldren
Systemen (i. A. Bakterienzellen) oder zellfreien Systemen (Enzymextrakte oder gereinigte Urease-
Praparationen) bereitgestellt werden. Die Uberwiegende Mehrzahl der in der Literatur beschriebenen
Untersuchungen befassen sich mit Ganzzellsystemen (MICP ,Microbially Induced Calcite Precipitation”, z.B.
[2,5,21-23]). Dagegen wurden nur in wenigen Fallen zellfreie Systeme untersucht (EICP ,Enzyme Induced
Calcite Precipitation”, [24-26]).

Die Vorteile bei der Verwendung von intakten Bakterienzellen mit Urease-Aktivitat liegen insbesondere in der
Méglichkeit, groBe Mengen an Urease-aktivem Material zu vergleichsweise geringen Kosten produzieren zu
kdnnen. Ein weiterer wichtiger Vorteil von Ganzzellsystemen besteht in der intrazelluldren Lokalisation der
Ureasen. Dies flihrt dazu, dass die Enzyme innerhalb der Bakterienzellen gegeniiber den in der extrazellularen
Umgebung bei der Calcit-Prazipitation herrschenden Bedingungen weitgehend geschiitzt sind. Hierbei ist
insbesondere die Stabilisierung der Urease-Aktivitdten gegeniiber den bei der Calciumcarbonat-Prazipitation
notwendigen alkalischen pH-Werten von Bedeutung.

Ein méglicher Vorteil bei der Verwendung von zellfreien Systemen (bzw. aufgereinigten Enzymen) liegt in der
Méoglichkeit auch pflanzliche Ureasen einzusetzen [24]. So stammt die biochemisch am intensivsten
untersuchte Urease aus der Jackbohne (Canavalia ensiformis) [27]. Dieses Enzym ist auch kommerziell mit
hohen spezifischen Aktivitdten und (im Vergleich mit anderen Enzymen) niedrigen Preisen verfligbar.

Bei den vorangegangenen Untersuchungen zur MICP durch andere Arbeitsgruppen wurden praktisch
ausschlieBlich Gram-positive sporenbildende Bakterien (,Bacillus-Stamme”) eingesetzt. Diese Stamme
zeichnen sich gegeniiber anderen Urease-bildenden Bakterien durch ihre Alkalitoleranz und die im
Allgemeinen beobachteten hohen Urease-Aktivitditen aus. AuBlerdem besitzen viele Vertreter dieser
Organismengruppe die Fihigkeit zur Bildung extrem robuster Dauerformen (Sporen), die ein Uberleben fiir
lange Zeitrdume unter lebensfeindlichen Bedingungen ermdglichen [28]. In den meisten in der Literatur
beschriebenen Untersuchungen zur MICP wird die Art Sporosarcina (in dlteren Arbeiten Bacillus) pasteurii
verwendet, da diese Art eine hohe Alkalitoleranz und sehr hohe Urease-Aktivitaten zeigt. AuBerdem bildet S.
pasteurii die Urease-Aktivitat weitgehend unabhangig vom Wachstumsmedium (auch in Abwesenheit von
Harnstoff im Anzuchtmedium) [5,6,9,29].

Fir die Gewinnung von Urease-aktiven Bakterienzellen miissen die Mikroorganismen zunachst in moglichst
groBen Dichten in Flussigkulturen angezogen werden. Im Falle der zuvor beschriebenen Bacillus- (und
Sporosarcina-) Stamme werden hierfiir im Allgemeinen Komplexmedien (z.B. aus Hefeextrakt) mit Harnstoff-
Zusatz verwendet. Hierbei kommt es dann im Verlauf des Bakterienwachstums durch die Harnstoff-Hydrolyse
zu einer Alkalisierung des Mediums [19,20,30].

Fir den eigentlichen MICP-Prozess missen dann die Urease-aktiven Zellen mit Harnstoff- und einem
Calciumsalz (hierbei wird vielfach CaCl, verwendet) inkubiert werden. Hierfir kdnnen die Mikroorganismen
nicht direkt aus dem Anzuchtmedium verwendet werden, da es bei einer CaCl,-Zugabe beim Vorhandensein
von Carbonat-lonen aufgrund der alkalischen pH-Werte in dem Anzuchtmedium zum Kulturende zu einem
sofortigen Ausfallen von CaCO; kommen wiirde und hierdurch nur eine unzureichende Verfestigung der Sand-
Matrix erreicht wiirde. Daher miissen die pH-Werte in den Kulturmedien nach der Anzucht vor der CaCl,-
Zugabe zumindest neutralisiert werden. Eine weitere Moglichkeit besteht in einer Abtrennung der Zellen von
ihrem Anzuchtmedium vor dem eigentlichen MICP-Prozess. Hierfiir kdnnen einerseits etablierte technische
Verfahren (z.B. Filtration, Zentrifugation) eingesetzt werden, es besteht hier aber auch die Moglichkeit, die
Zellen in CaCOs;-Partikel einzuschlielen und in dieser Form auszuféllen. Ein auf diese Art und Weise erhaltenes
Produkt wurde von Cheng und Shahin 2016 beschrieben und als ,Bioslurry” bezeichnet [15]. Der Vorteil dieser
Prozessfliihrung besteht einerseits darin, dass sich der ,Bioslurry” durch Sedimentation von dem
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Kulturiiberstand abtrennen ldsst. Des Weiteren wurde im Rahmen unserer experimentellen Arbeiten gezeigt,
dass ein durch Sedimentation und anschlieBende Filtration erzeugter ,Bioslurry” auch nach Gefriertrocknung
seine Aktivitdat behadlt und in dieser Form fir einen langeren Zeitraum gelagert werden kann. Die
gefriergetrocknete Form des ,Bioslurry” wird im Folgenden als ,Urease-aktives Calciumcarbonat-Pulver”
(UACP) bezeichnet (s. Kapitel 2).

Fiir die biologischen Prozesse im Verlauf der MICP spielen einerseits die Urease-Aktivitaten und ihre Stabilitat
unter Prozess-Bedingungen eine wichtige Rolle. Andererseits sind auch die zelluldaren Strukturen als
Kristallisationskeime von Bedeutung (Abbildung 6).

Abbildung 6
Schematische Darstellung der MICP durch Sporosarcina pasteurii

MICP results to
aragonite/vaterite/calcite aare
port

€aCO, precipitates binds
with soil particles and fills
the pores

Bild-Quelle: [31]

Fir die Reproduzierbarkeit der MICP-Prozesse spielt daher hochstwahrscheinlich das Verhaltnis von Urease-
Aktivitat und Zellzahl eine wichtige Rolle. Hierbei kann die Anzahl der verwendeten Zellen relativ einfach Giber
die Biomasse reguliert werden, die fiir die Versuche eingesetzt wird. Dagegen hangt die Urease-Aktivitat der
Zellen von vielen groBtenteils noch nicht vollstandig verstandenen bzw. untersuchten Faktoren ab. So haben
frithere Arbeiten anderer Arbeitsgruppen und eigene Versuche gezeigt, dass sich die Urease-Aktivitdten in
S. pasteurii in Abhangigkeit vom Wachstumsmedium, den Kulturbedingungen und der Wachstumsphase
deutlich unterscheiden.
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2. Herstellung und Charakterisierung des Urease-aktiven Calciumcarbonat-Pulvers
(UACP)

In den hier vorgestellten Arbeiten wurde ein Urease-aktives Calciumcarbonat-Pulver (UACP) fiir die
Zementierungsversuche eingesetzt. Hierbei handelt es sich um in Calciumcarbonat eingeschlossene Urease-
aktive Bakterienzellen der Art Sporosarcina pasteurii DSM33.

2.1. Herstellung des UACP

Die Herstellung von UACP wurde nach einer modifizierten Methode von Cheng & Shahin durchgefiihrt [15].
Die Einbettung der Bakterien in Calciumcarbonat (Abbildung 7) erfolgt durch die Vermischung einer
Bakteriensuspension mit Calciumchlorid und Harnstoff, wodurch ein Urease-vermittelter MICP-Prozess
induziert wird. Die im Verlauf des MICP-Prozesses gebildeten Kristalle aus Calciumcarbonat ,umhiillen” dabei
nach und nach die Bakterienzellen [4]. AnschlieBend wird die feuchte Bakterien-Calciumcarbonat-Suspension
abfiltriert und gefriergetrocknet. Der Prozess wurde von Nething et al. ausftihrlich beschrieben [16].

Aus einem Liter Bakteriensuspension konnte nach dieser Vorgehensweise etwa 50 g des UACP gewonnen
werden. Fir die Aufbewahrung wurde das UACP vakuumverpackt und bei -20 °C gelagert.

Aufgrund der Einbettung der Bakterienzellen in Calciumcarbonat werden etwa 95 % der in der UACP-
Praparation vorhandenen Urease-Aktivitat bei der Perkolation der Probenkdrper in diesem zurlickgehalten
[15]. Die Verwendung von Bakteriensuspensionen fiir die Zementierung bedingt hingegen, dass bei der
Perkolation von Probekdrper mit einer Zementierungsldsung bis zu 75% der Bakterienzellen ausgespilt
werden [32].

2.2, Messung der Urease-Aktivitat in UACP

Die Urease-Aktivitat in UACP-Proben wurde durch die Bestimmung der Ammoniumionen-Freisetzung bei der
Hydrolyse von Harnstoff nach der Methode von Black et al. bestimmt [33]. Etwa 10 mg UACP wurden in einem
2 ml Reagiergefall abgewogen und das Pulver 3-mal mit jeweils 2 ml 20 mM Tris/HCI-Puffer (pH = 7,5)
gewaschen und abzentrifugiert (2 min, 2000 g bei 4 °C). Nach dem letzten Waschschritt wurde das UACP in 1
ml 20 mM Tris/HCI-Puffer (pH = 7,5) aufgenommen und fiir 10 min in einem Ultraschallbad resuspendiert. Die
resultierende UACP-Suspension wurde daraufhin fiir die Hydrolyse einer Harnstoff-Lésung verwendet. Hierfiir
wurden 12,5 pl der UACP-Suspension mit 887,5 pl 20 mM Tris/HCI-Puffer (pH = 7,5) in einem 2 ml Reagiergefal3
vermischt und die Urease-Reaktion durch Zugabe von 100 ul einer 100 mM Harnstoff-Lésung (in 20 mM
Tris/HCI-Puffer, pH = 7,5) initiiert. Die Proben wurden dabei mit Hilfe eines Ruhrfisches und eines
Magnetriihrers bei etwa 1000 rpm gemischt. Zu den Zeitpunkten 0, 10, 20 und 30 min wurden Proben (120 ul)
entnommen und bei 20000 g fiir 2 min zentrifugiert. Die erhaltenen Uberstinde wurden anschlieBend fiir die
Bestimmung der Ammoniumionen-Konzentration verwendet.

2.3. Einfluss der Herstellungsparameter auf die Urease-Aktivitat von UACP

Bei der Zementierung der Probekorper mit Hilfe des MICP-Prozesses ist es notwendig, mehrere Einfluss-
Faktoren zu berlicksichtigen, unter anderem die Urease-Aktivitat in dem eingesetzten UACP. Eine gezielte
Beeinflussung der Urease-Aktivitat wahrend der Kultivierung von S. pasteurii ist derzeit nicht moglich. Es
besteht dagegen die Moglichkeit bei der Herstellung von UACP die Urease-Aktivitait durch
Herstellungsparameter zu steuern. Cheng & Shahin [15] konnten zeigen, dass durch die Variation der
eingesetzten Mengen von Harnstoff und Calciumchlorid UACP mit unterschiedlichen Urease-Aktivitaten
erhalten werden kénnen. Im Rahmen der im Folgenden beschriebenen von uns durchgefiihrten Experimente
wurden daher einige Parameter bei der Herstellung von UACP variiert und untersucht, wie sich diese auf die
Urease-Aktivitaten auswirken.
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Abbildung 7

Herstellung des UACP

Bakteriensuspension (a), feuchte Bakterien-Calciumcarbonat-Suspension (b) und abfiltrierte Bakterien-Calciumcarbonat-Kristalle (c),
Schockfrieren mit flissigem Stickstoff (d), Gefriertrocknung (e), fertiges UACP (f), vakuumverpacktes UACP (g)

N

Bild-Quelle: IMB
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Das angewandte Verfahren zur Herstellung von UACP wurde in Teil 2.1 beschrieben. Hierbei wurden der
Bakteriensuspension von S. pasteurii Harnstoff und Calciumchlorid (Endkonzentration jeweils 0,4 M) unter
standigem Ruhren zugegeben. Um den Einfluss der Herstellungsbedingungen auf die Urease-Aktivitat des
UACP zu untersuchen, wurden folgenden Parameter verandert:

- die zugegebenen Mengen von Harnstoff und Calciumchlorid (0,2 M, 0,6 M oder 0,8 M)

- die Konzentration der Bakterienzellen (25, 50 bzw. 75% der optischen Dichte der
Ausgangsbakterienkultur)

- dieRiihrfrequenz (100, 200 und 400 rpm)

- die Kultivierungsdauer der Bakterienzellen (48 h oder 54 h)

Zuséatzlich wurde als Kontrolle UACP nach dem bisherigen Herstellungsverfahren bereitgestellt. Nach der
Beendigung der Calciumcarbonat-Prazipitation wurden die Suspensionen wie zuvor filtriert und
gefriergetrocknet (s. Kapitel 2.1). Die Urease-Aktivitdt der unterschiedlichen UACP wurde anschlielend
bestimmt. Die Verdnderung der Konzentrationen von Harnstoff und Calciumchlorid, der eingesetzten
Zelldichte sowie die unterschiedlichen Kultivierungsdauer der Bakterienkulturen fiihrten zu signifikanten
Unterschieden in den Urease-Aktivitdten der UACP. Die Erh6hung der zugegebenen Mengen von Harnstoff
und Calciumchlorid fiihrte zu einer Erniedrigung der spezifischen Aktivitat der UACP, was mit den Daten von
Cheng & Shahin [1] Ubereinstimmt. Der Einsatz von geringeren Zelldichten in dem Herstellungsprozess
resultierte in geringeren Urease-Aktivitaten der Pulver im Vergleich zu den Kontrollversuchen.
Unterschiedliche Urease-Aktivitaten konnten auch durch den Einsatz von Bakterienkulturen mit
unterschiedlicher Kultivierungsdauer erzielt werden, wobei langere Kultivierungszeiten zu UACP mit
niedrigeren spezifischen Urease-Aktivitaten flihrten. Die Variation der Riihrfrequenz hingegen zeigte keinen
Einfluss auf die resultierenden Urease-Aktivitaten (Abbildung 8).

Abbildung 8

Urease-Aktivitaten in UACP (Herstellung unter verschiedenen Bedingungen)

Der Kontroll-Versuch (Zugabe von je 0,4 M CaCl,und Harnstoff bei der Herstellung und Durchmischung mit 600 rpm) ist durch ein
Rechteck abgesetzt. Es wurde jeweils nur der angegebene Faktor variiert
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Abbildung 9

Herstellung von UACP mit unterschiedlichen Urease-Aktivitaten

(A) Entwicklung der Zelldichte und der spezifischen Urease-Aktivitat von S. pasteurii (B) Resultierende Urease-Aktivitaten von UACP,
welche mit Bakterienzellen hergestellt wurden, die zu unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten genommen wurden oder durch
Mischung einzelner UACP hergestellt wurden
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Um die Entwicklung der Urease-Aktivitat Uber einen langeren Zeitraum zu verfolgen, wurde in einem
Folgeexperiment S. pasteurii fir 172 h kultiviert. Die spezifische Urease-Aktivitat stieg zunachst stetig an und
erreichte ihr Maximum nach etwa 12 h und verblieb auf diesem Level bis zu einer Kultivierungsdauer von 24
h. Daraufhin nahm die Urease-Aktivitat stetig ab und betrug nach 172 h nur noch etwa 2% des maximalen
Wertes. Die optische Dichte der Zellen erreichte ihren Hochstwert nach 22 h und blieb tber die restliche
Kultivierungsdauer anndhrend konstant (Abbildung 9). Aufbauend auf diesen Beobachtungen wurden in
darauffolgenden Versuchen S. pasteurii Zellen fiir 24, 48 und 96 h kultiviert und fiir die Herstellung von UACP
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verwendet. Zusatzlich wurden Kulturen von S. pasteurii, welche fiir 24 h (hohe Urease-Aktivitat) und fiir 96 h
(niedrige Urease-Aktivitat) kultiviert worden waren, vermischt und ebenfalls fiir die Herstellung von UACP
verwendet. Der Einsatz von Bakterienkulturen, die fiir 48 h bzw. 96 h angezogen worden waren, resultierte in
UACP mit niedrigeren Urease-Aktivitaten im Vergleich zu dem UACP, flir welches S. pasteurii Zellen nach 24 h
Kultivierung verwendet wurden. Nach der Vermischung von zwei Bakterienkulturen mit unterschiedlichen
Urease-Aktivitdten entsprach die resultierende Aktivitdt des Pulvers erwartungsgemal dem Mittelwert der
Aktivitaten der beiden UACP, die fiir die Herstellung des Gemisches verwendet worden waren (Abbildung 9).

Mit den durchgefilhrten Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch die Verdnderung der
Herstellungsparameter UACP mit unterschiedlichen Urease-Aktivitditen hergestellt werden konnen.
Unterschiede in den Aktivitdten konnten insbesondere durch die Verwendung unterschiedlicher Harnstoff-
und Calciumchlorid-Konzentrationen (Abbildung 8) sowie durch den Einsatz von Zellen von S. pasteurii mit
verschiedenen Kultivierungsdauern erzielt werden (Abbildung 9).

2.4. Morphologie und (Mikro)Struktur des UACP

Calciumcarbonat ist eine der am weitesten verbreiteten Verbindungen auf der Erde und kommt in der Natur
in Form von Kalkstein, Marmor, Kreide, Dolomit und durch Prozesse der Biomineralisation z.B. in Korallen,
Perlen oder in Muschelschalen vor. Calciumcarbonat kristallisiert in einer Vielzahl von Polymorphen. [Bei den
Polymorphen handelt es sich um unterschiedliche Kristallformen einer chemischen Substanz. Am Beispiel von
Calciumcarbonat bedeutet dies, dass sich lediglich die Calcium- und Carbonat-lonen raumlich unterschiedlich
in den jeweiligen Polymorphen anordnen (IUPAC, Compendium of Chemical Technology).] Zu den wichtigsten
Formen von Calciumcarbonat zdhlen Calcit, Aragonit und Vaterit, dabei erh6ht sich die (thermodynamische)
Stabilitat und erniedrigt sich die Loslichkeit der Polymorphen in folgender Reihenfolge: Vaterit -> Aragonit ->
Calcit [34].

Die Bildung von Calciumcarbonat kann durch rein chemische Prozesse erfolgen oder durch biologische
Aktivitdten induziert werden. Im Rahmen der hier beschriebenen Arbeiten wurde die Verfestigung der
Probekorper durch eine in-situ Bildung von Calciumcarbonat durch einen Urease-vermittelten MICP-Prozess
erreicht. Um ein besseres Verstandnis fiir die dabei ablaufenden Prozesse der Calciumcarbonat-Prazipitation
und der resultierenden Morphologie des Calciumcarbonats zu erlangen, wurde eine Literaturrecherche
hinsichtlich dieser Punkte durchgefihrt.

Fir die Ausbildung der Calciumcarbonat-Kristalle ist, wie bei allen Kristallisationsvorgdangen, das
Vorhandensein von Kristallisationskeimen notwendig. Bei der mikrobiell induzierten Calciumcarbonat-
Prazipitation dienen, nach Beurteilung einiger Autoren, die Bakterienzellen als solche [35-37]. Die
Untersuchungen der gebildeten Calciumcarbonat-Kristalle mittels Rasterelektronenmikroskopie zeigten, dass
die Bakterien wahrend der MICP in die Calciumcarbonat-Kristalle eingebettet bzw. eingeschlossen wurden
oder sich an der Oberflache dieser Kristalle befanden [19,35,38-43]. Am Beispiel von S. pasteurii wiesen Ghosh
et al. [4] die Bildung einer Calciumcarbonat-Schicht direkt an der Oberflache der Bakterienzellen nach, wobei
die Calciumcarbonat-Schicht die Bakterienzellen dabei ,umhllte”.

Die Morphologie und die Kristallgrof3e des im Verlauf von MICP-Prozessen gebildeten Calciumcarbonats kann
von verschiedenen KenngroBBen beeinflusst werden. Die Urease-Aktivitdat der Bakterienzellen und die
eingesetzten Mengen an Calciumchlorid und Harnstoff korrelierten in einigen Fallen mit der Morphologie und
der KristallgroBe. So wurde berichtet, dass niedrige Urease-Aktivitdten in einigen Experimenten zu kleineren
Kristallen fuhrten [42,44]. Wohingegen bei Heveran et al. [45] die gegenteilige Beobachtung beschrieben
wurde. Bei der Verwendung von geringen Calciumchlorid- und Harnstoffkonzentrationen (jeweils 0,25 bis 1
M) wurde hauptsachlich Calcit gebildet, dagegen dominierte bei h6heren Konzentrationen (2 M) Vaterit [46].
Auch Saracho et al. [47] berichteten, dass hauptsachlich Calcit bei Konzentrationen an Calciumchlorid und
Harnstoff von 0,3 bis 1 M vorgefunden wurde, wohingegen amorphes Calciumcarbonat und Vaterit bei
niedrigeren Konzentrationen von Calciumchlorid und Harnstoff dominierten.



Die Zusammensetzung der Polymorphe von Calciumcarbonat kann bei dem MICP-Prozess zusdtzlich von
geldsten Stoffen in den Kultivierungsmedien beeinflusst werden. Zum Beispiel kann durch die Variation des
Anteils von Molkeproteinen im Kultivierungsmedium das resultierende Verhdltnis von Calcit zu Vaterit
signifikant beeinflusst werden [36]. Das Vorhandensein von Aminosauren (z.B. Asparaginsaure, Glutaminsaure,
Tyrosin, Lysin und Glutamin), von extrazelluldaren polymeren Substanzen oder von Lipopolysacchariden, die
von den Bakterien produziert und zum Teil in die Medien abgegeben werden, zeigten Auswirkungen auf die
gebildeten Polymorphe. In manchen Arbeiten wurden diese Verbindungen als stabilisierend auf die Bildung
von Vaterit beschrieben [39,48-53].

Der Einfluss der verwendeten Bakterienstamme auf die gebildeten Polymorphe von Calciumcarbonat ist
anhand der Beschreibungen in der Literatur nicht einfach einzuschdtzen. So wird die bakterielle Prazipitation
von Vaterit als nicht stammabhangig und haufiger als bisher angenommen beschrieben, wohingegen aus
anderen Publikationen auch gegenlaufige Schlussfolgerungen abgeleitet werden kénnen [39,41,47,49-52].
Selbst bei der Verwendung der gleichen Bakterienart (S. pasteurii) wurden unterschiedliche Anteile von Calcit
und Vaterit bei den MICP-Versuchen beobachtet [19,37,47,54-57]. Die beobachteten Diskrepanzen in der
Morphologie sind wahrscheinlich mit Variationen in den experimentellen Ansatzen der Autoren zu erklaren:
unterschiedliche Kultivierungsmedien, Unterschiede in der Bereitstellung der Bakterien fiir die MICP-Versuche
(z.B. Waschen der Zellen oder Verwendung von Komplexmedien bei den Versuchen), unterschiedliche pH-
Werte zu Beginn der Experimente und insbesondere sehr unterschiedliche Versuchsdauern der MICP-Prozesse.

Bei der Beschreibung der Morphologie der gebildeten Calciumcarbonat-Polymorphe und ihrer zeitlichen
Verdanderung im Verlauf der MICP-Prozesse (in An- oder Abwesenheit von Sandproben) finden sich deutliche
Ubereinstimmungen in der Fachliteratur. Calcit wurde in Form von rhomboedrischen Kristallen in
unterschiedlichen Grof3en (25 — 600 um) beschrieben. Vaterit kommt hingegen meist in Form von spharischen
Kristallen, Aggregaten oder als Spharolithe vor, wobei die Kristalle bis zu 200 um grof8 werden
[36,42,46,49,54,58-60]. Aminosduren, organische Bestandteile der Medien sowie Nebenprodukte der
bakteriellen Aktivitaten werden zum Teil bei den MICP-Prozessen in das Calciumcarbonat eingeschlossen [41].

Die zeitliche Anderung der Zusammensetzung der Calciumcarbonat-Polymorphe im Verlauf des MICP-
Prozesses kann wie folgt zusammengefasst werden: Nach dem Einsetzen der MICP-Reaktion erfolgt zunachst
die Bildung von Vaterit, welcher sich mit der Zeit in Calcit umwandelt [37,42,45,56,57]. Mittels zeitaufgeloster
Lichtmikroskopie wurden von Al-Thawadi [42] die dabei ablaufenden Prozesse (auch mit S. pasteurii)
visualisiert: nach der Zugabe einer Losung mit Calciumchlorid und Harnstoff zu den Bakterienzellen bildeten
sich zundchst (in den ersten Minuten bis etwa 9 h nach der Zugabe) spharische Kristalle, bei welchen es sich
um Vaterit handelte. Nach etwa 9 h begann das Wachstum von rhomboedrischen Kristallen (Calcit) auf den
spharischen Kristallen. Die Beobachtungen zu der zeitlichen Zusammensetzung der Polymorphe wéhrend des
MICP-Prozesses sind in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen bei enzymatisch (Urease) induzierten
Calciumcarbonat-Prazipitation und bei ,rein” chemischen Experimenten zur Calciumcarbonat-Prazipitation
[3,58-61]. Die gebildeten Vaterit-Kristalle wandeln sich bei Vorhandensein von Wasser in Calcit um und
verandern bei einer trockeneren Lagerung (bis zu 2 Jahre) ihre Morphologie nicht [37,41].

Mit den beschriebenen Beobachtungen aus der Fachliteratur erscheint es moglich, die Bildung einzelner
Formen von Calciumcarbonat bei der Herstellung von UACP und der Zementierung der Proben mit UACP oder
freien Bakterienzellen zu interpretieren. Demnach sollte das UACP nach der Herstellung tiberwiegend aus
Vaterit-Sphérolithen bestehen und bei einer trockenen Lagerung diirfte sich die Zusammensetzung der
Polymorphe nicht verdndern. Da die UACP-Herstellung etwa 20 h dauerte, dirften sich neben Vaterit-
Spharolithen auch Calcit-Kristalle bilden. Das dabei gebildete Calciumcarbonat (in Form von Vaterit oder
Calcit) ist dabei hochstwahrscheinlich nicht von einer hochkristallinen Natur. Dies ist auf die verbleibenden
organischen Bestandteile aus den Kultivierungsmedien zurtickzufiihren, da fiir die Herstellung des UACP diese
nicht von den Bakterienzellen getrennt werden.

Bei der Zementierung von Gesteinskérnung mit Hilfe von UACP werden sich an den UACP-Partikeln
hochstwahrscheinlich Calcit-Kristalle bilden. Dabei ist es vorstellbar, dass in der ersten Phase der
Zementierung (in den ersten Stunden) sich zundchst Vaterit an den UACP-Partikeln bildet und dass sich das



Vaterit mit dem Voranschreiten des MICP-Prozesses zu Calcit umwandelt. Das gebildete Calcit diirfte, aufgrund
der fehlenden organischen Bestandteile in der Zementierungsldsung, dabei deutlich kristalliner sein, als dies
der Fall bei der Herstellung von UACP ist, da diese nur Calciumchlorid und Harnstoff beinhaltet.

Bei der Verwendung von Bakteriensuspensionen fir die Zementierung von Gesteinskdrnung erscheinen
folgende Abladufe plausibel: in der Anfangsphase (in den ersten Stunden) der Zementierung wiirde zundchst
eine Bildung von Vaterit an den Bakterienzellen stattfinden. Mit dem Fortschritt der Zementierung wiirde sich
Calcit an den Vaterit-Kristallen bilden und als die dominierende polymorphe Phase in den verfestigten Proben
vorzufinden sein.

2.5. Rontgenphasenanalyse und Rasterelektronenmikroskopie des UACP

Die Rontgendiffraktometrie ermdglich es, die kristallinen Phasen eines Werkstoffes oder eines Probekdrpers
zu untersuchen. Zur Analyse der vorhandenen polymorphen Phasen des Calciumcarbonats in UACP wurde an
der Materialprifanstalt der Universitat Stuttgart (MPA) (s. ,Mitwirkende”) eine qualitative Analyse einer neu
praparierten UACP-Probe mittels Rontgendiffraktometrie vorgenommen. Diese Untersuchung zeigte, dass
hohe Anteile an Vaterit und Calcit vorhanden waren (Abbildung 10). Das beobachtete Vorhandensein sowohl
von Vaterit als auch von Calcit steht in guter Ubereinstimmung mit der aus der Literatur vorhergesagten
Zusammensetzung des UACP (Kap. 2.4).

Abbildung 10

Réntgenbeugungsdiagramm einer UACP-Probe

Die Probe wurde direkt nach der Beendigung der Gefriertrockung fiir die Untersuchung entnommen wurde. Die Peaks fiir Vaterit sind
rot markiert und die Peaks fir Calcit blau. Die Rontgenphasenanalyse wurde an der Materialprifanstalt der Universitat Stuttgart
durchgefiihrt (Bruker AXS D8 mit Cu-Ka-Strahlung)
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Quelle: MPA

UACP wurde auBerdem an der MPA im Rasterelektronenmikroskop untersucht (Abbildung 11). Die REM-Bilder
zeigen, dass UACP u.a. durch Klumpenbildung eine heterogene GréRe von ca. 1-10 um aufweist. Auf einigien
Bilder lassen sich die umschlossenen Bakterienzellen erkennen.
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Abbildung 11
Rasterelektronenmikroskopie des UACP

10 pm EHT = 7.50kV  Signal A= CZ BSD
WD=80mm 55Pa 70 pA

Eingebettete

Bakterienzellen

EHT =10.00kV Signal A=CZ BSD . =
-/ Materialprifungsanstalt.
WD=90mm 55Pa 70pA | g Universitat Stuttgart]

Materialprifungsanstalt
Universitat Stuttaart

EHT = 750kV  Signal A=CZ BSD

WD = 8.0 mm

Materialprifungsanstalt,
Universitat Stuttgart

55 Pa 70 pA | g

Quelle: MPA
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3. Entwicklung von Mischungen mit optimierter Packungsdichte

Biobeton besteht aus Zuschlagen und Bindemittel in Form von Calciumcarbonat. Das Material der Zuschlage,
wie Quarz im Fall von Sand, hat in der Regel eine hohere Dichte als Calciumcarbonat. In
Druckfestigkeitsversuchen brechen auf der Mikro-Ebene in der Regel zundchst die Verbindungen zwischen
dem Calciumcarbonat und den Zuschlagen, danach erfolgt die Zerstérung des Calciumcarbonats und zuletzt
die Zerstérung der Zuschldge, z.B. Sand und Kies [62]. Fir eine hohe Druckfestigkeit ist es deswegen
entscheidend das Volumenverhaltnis von Zuschlagen zu Calciumcarbonat zu erhéhen. Dies erfolgt durch die
Optimierung der Packungsdichte der Zuschldge bei der Entwicklung der Biobetonmischung.

Im vorliegenden Projekt wurden als Zuschlage Quarzsande mit Korngréen 0,063 bis 2 mm von der Fa. Holcim
Kies und Beton GmbH verwendet. Die Sande haben eine kantengerundete Kornform.

Um die Entmischung verschiedener KorngréBen zu vermeiden, wurden feuchte Mischungen verwendet
(Abbildung 12). Dabei wurde der Mischung Zementierungslésung zugegeben (7-12 % (w/w) der trockenen
Mischung), die gleichzeitig als Fixierungsldsung agiert [6] und somit die Haftung zwischen dem UACP und den
Zuschlagen vor dem ersten Durchspuilen mit der Zementierungsldsung verbessert.

Abbildung 12
Bestandteile eine Biobeton-Mischung - UACP und Sand

Bild-Quelle: ILEK

Fir die Erstellung der Sieblinien mit optimierten Packungsdichten wurde im aktuellen Projekt die Software
+Emma mix analyzer” der Fa. Elkem verwendet. Die Sieblinien wurden nur hinsichtlich des Zuschlag-Anteils
optimiert. Hierbei wird die Annahme getroffen, dass sehr feine UACP mit Partikelgro3en von 3 bis max. 15 pm
sowie die wahrend der Biomineralisierung entstehenden Calciumcarbonat-Kristalle den Platz in den
Zwischenraumen der Zuschlage einnehmen (,Mischung 1“, Abbildung 13 und Tabelle 1). Der Maximalanteil
der UACP in der Mischung wurde deswegen experimentell in Verdichtungstests und Zementierungsversuchen
bestimmt.

Nach aktuellem Forschungsstand muss die Zementierungslésung wahrend der Biomineralisierung mehrfach
durch den Probekdrper geleitet werden. Um eine friihzeitige Verstopfung der Zwischenraume wahrend der
Zementierung zu vermeiden, wurden Mischungen verwendet, bei denen die Zwischenrdume nicht komplett
mit den Feinanteilen gefiillt sind.

Parallel wurden die Mdglichkeiten untersucht, die Biomineralisierung in einem einzigen Zementierungsgang
zu realisieren, sodass keine zusatzliche Durchspillung mit Zementierungslosung bendtigt wird. Dieser Prozess
dhnelt mit den Schritten Mischen, Platzieren in der Schalung und Abbinden verfahrenstechnisch der
bestehenden Portlandzement-basierten Betonherstellung. Da bei diesem Prozess keine Zementierungslosung
durch das Bauteil geleitet werden muss, besteht auch das Risiko der Verstopfung der Zwischenrdume nicht.
Deshalb wurden fiir diesen Prozess auch Feinpartikel wie Gesteinsmehle und Tone fiir den Mischungsentwurf
verwendet (Abbildung 14 und Tabelle 2).
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Abbildung 13
Sieblinie fir die ,Mischung 1” (blau) und die optimale Sieblinie nach Andreasen (rot)
KorngroBen von 63 bis 2000 pm Screenshot aus der Software ,Emma mix analyzer” der Fa. Elkem
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Tabelle 1

Zusammensetzung der ,Mischung 1“

Zuschlagtyp KorngroBBe  mittlere Kornroh- Schiittdichte | Theoretische Volumenanteil
[mm] Korngrofle  dichte (DIN EN spezifische in der
[mm] [kg/dm?] 1097-3) Oberflache Mischung [%)]
[kg/dm’] [cm?/g]
Quarzsand 0,063-0,25 | 0,15 2,65 1,17 £ 0,05 162,0 19,5
Quarzsand 0,1-04 0,24 2,65 1,31£0,05 102,0 14,1
Quarzsand 0,2-0,6 0,44 2,65 1,36 £ 0,05 53,0 10,9
Quarzsand 0,3-0,8 0,64 2,65 1,36 £ 0,05 37,0 13,3
Quarzsand 0,7-1,25 1,02 2,65 1,33+0,05 23,0 17,2
Quarzsand 1,0-2,0 1,83 2,65 1,38 £ 0,05 12,0 25,0
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Abbildung 14

Sieblinie fur die ,Mischung 2” (blau) und die optimale Sieblinie nach Andreasen (rot)
KorngroBen von 3 bis 2000 um Screenshot aus der Software ,Emma mix analyzer” der Fa. Elkem
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Quelle: ILEK

Tabelle 2

Zusammensetzung der ,Mischung 2“

Zuschlagtyp

Kalkmehl

Quarzsand

Quarzsand

Quarzsand

Quarzsand

Quarzsand

Quarzsand

n.b.: nicht bestimmt

Korngrof3e
[mm]

<0,063

0,063-0,25

0,1-04

0,2-0,6

0,3-0,8

0,7-1,25

1,0-2,0

mittlere
Korngrof3e
[mm]

n.b.

0,15

0,24

0,44

0,64

1,02

1,83

100

Particle Size (Micron)

Kornroh-
dichte
[kg/dm?]

2,75

2,65
2,65
2,65
2,65
2,65

2,65

Schiittdichte
(DIN EN
1097-3)
[kg/dm?]

n.b.

1,17 £ 0,05

1,31+£0,05

1,36 £ 0,05

1,36 +£0,05

1,33+0,05

1,38 +0,05

1000

10000

Theoretische Volumenanteil

spezifische in der
Oberflache Mischung [%]
[cm?/g]

n.b. 17,7

162,0 15,9

102,0 11,2

53,0 8,7

37,0 10,6

23,0 11,9

12,0 239
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Die Porenstruktur des Zuschlaggefliges kann durch die Parameter Porositdt ®; und das Verhdltnis der
Oberflache zum Volumen der Poren S;/Vp charakterisiert werden. Das Verhaltnis Sz/Vp gibt Auskunft Gber die
PorengréBe - je groBer der Wert, desto kleiner sind die Poren im Durchschnitt. Dies wird am Beispiel einer
einfachen Wiirfelform in der Abbildung 15 deutlich.

Abbildung 15
Skizze zur Erklarung des S/Vp Verhdltnisses (Surface to Volume Ratio)
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Die tatsdchlichen Anteile der einzelnen Phasen (Feststoffe, Zementierungslosung, Luft) wurden im
verdichteten Zustand in Testreihen bestimmt. Daflir wurden die entwickelten Mischungen mithilfe eines
speziell konstruierten pneumatischen Verdichters in 20 ml- Spritzenhiilsen mit 20 mm Durchmesser gefiillt
(Abbildung 16). Der Verdichtungsdruck entsprach bei 5 bar Luftdruck 1,28 N/mm? und bei 6 bar Luftdruck
1,54 N/mm?2,

Abbildung 16
Verdichtungstest mittels pneumatischen Luftkolbenverdichters

Bild-Quelle: ILEK

Durch die Optimierung der Sieblinie konnte bei Mischung 1 eine Reduktion der Porositdt von ca. 10 % und bei
Mischung 2 von ca. 20 %, verglichen mit Sand-UACP Mischungen mit homogener SandgroRe, erreicht werden
(Tabelle 3 und Tabelle 4). Die fir den weiteren Projektverlauf gewdhlten Mischungen mit den hochsten
Dichten sind in Tabelle 4 und in der Abbildung 17 dargestellt. Der Anteil von UACP wurde im Laufe der
Zementierungsversuche angepasst.
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Tabelle 3
Verdichtungstest - homogene SandgroBen und ,Mischung 1, 5 bar

Zuschlage Massen- | Massenanteile in der Verdichtung: Porenziffer Porositat
anteil Gesamtmischung Volumen und
UACP in Masse

trocke-
ner Mi- | Zem.-  UACP Vv M S

schung | l6sung (theor.

spezif.)

[em?/q]

0,50% 12% 0,44% | 87,56% | 29,217 | 46,224 | 0,913 0,903 | 0,477 0,475 162 470
1,00% 12% 0,88% | 87,12% | 29,217 45,698 0,945 0,925 | 0,486 0,480 162 454
0,063-0,25 | 1,50% 12% 1,32% | 86,68% | 29,217 | 46,791 0,909 0,879 | 0,476 0,468 162 472
2,25% 12% 1,98% | 86,02% | 29,217 46,595 0,932 0,887 | 0,482 0,470 162 461
3,00% 12% 2,64% | 85,36% | 29,217 | 46,826 | 0,937 0,877 | 0,484 0,467 162 458
0,100-0,400 |200% | 10% |1,80% |8820% |29,217 (46,089 |0,905 |0,865 |0,475 |0,464 102 299
0,200-0,600 | L50% |12% |1,32% | 86,68% |29,217 |47,397 0,885 [0855 |0,469 |0,461 53 159
0,400-1,000 |L50% |12% |132%|8668% |29,217 (49,000 (0823 |0,795 |0,451 |0,443 33 106
0,700-1250 | L50% |12% |1,32% | 86,68% |29,217 |47,376 0,885 [0856 |0,470 0,461 23 69
0,50% 10% 0,45% | 89,55% | 29,217 52,881 0,635 0,627 | 0,388 0,385 63,6 265
) 1,00% 8% 0,92% | 91,08% | 29,217 | 52,806 |0,610 0,593 | 0,379 0,372 63,6 276
Mischung 1 1,00% 10% 0,90% | 89,10% | 29,217 53,250 0,632 0,615 | 0,387 0,381 63,6 267
2,00% 10% 1,80% | 88,20% | 29,217 | 54,938 | 0,598 0,565 | 0,374 0,361 63,6 282

Tabelle 4

Ausgewahlte Mischungen (Sandanteile Mischung 2), Verdichtung mit 6 bar

Bezeichnung Volumenanteil in der Mischung

0,7 0,3 02 01 KM

5U-9KM-11f 065 | 019 | 009 | 008 | 007 | 009 | 013 | 007 | 004 | 019 | 005 | 035 | 029 | 025
5U-12KM-11f 064 | 0,19 | 009 | 008 | 007 | 009 | 012 | 0,08 0,02 019 | 007 | 036 | 028 | 0,26
1.25U-13KM-11f | 064 | 0,29 | 0,09 | 008 | 007 | 009 | 012 | 009 | 001 | 020 | 006 | 036 | 026 | 0,25
5U-0KM-14f 065 | 019 | 009 | 008 | 007 | 009 | 012 | 000 | 004 | 025 | 007 | 035 | 035 | 032

5U-0KM-10.5f 067 | 019 | 0,10 | 009 | 007 | 009 | 013 | 0,00 0,02 019 | 012 | 033 | 033 | 0,32

S-Sand, KM-Kalkmehl, ZM-Zementierungslésung
Bezeichnung:
(Massenanteil UACP in trockener Mischung in %) U- (Massenanteil KM in trockener Mischung in %) KM- (Massenanteil ZL vom S in %) f
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Abbildung 17
Volumenanteile einzelner Komponenten in den ausgewéhlten Mischungen
im Vergleich zu einer homogenen Mischung Sandanteile - Mischung 2

5% UACP, 9% KM 2,5% UACP, 11% KM

5% 7%

7% 7%
13% 9
T 9% 2% g%

5 % UACP 2,5% UACP

7 12%

25%
19%

~

12% oo 13%
9% 9%

0.4-1 mm, 3% UACP

22%

17% 58%

Quelle: ILEK

1,25% UACP, 13% KM

6%

7%

12%
° 9%

Sandfraktionen
in der Mischung 2, [mm]

m1,0-2,0 m0,7-1,25
m0,3-0,8 0,2-0,6
0,1-0,4 0,063-0,25
H Kalkmehl H UACP
Zem.Losung Luft
0,4-1

Bewertung/Diskussion/Zielerreichung

BBSR-Online-Publikation Nr. 23/2024



4. Herstellung von Probekorpern mit UACP

Far die Herstellung der Probekorper aus Biobeton wurden lose Zuschlage mit UACP vermischt. Die
resultierende Mischung wurde in eine Schalung platziert. Die untersuchten Verfahrensprinzipien fiir die
Herstellung von biozementierten Probek&rpern unterscheiden sich in der Art und Weise der Zufuhr der
Zementierungslosung. In diesem Forschungsprojekt wurden die Perkolation (Zufuhr durch Schwerkraft) und
druckbasierte Herstellungsverfahren (Zufuhr durch externe Druckkréfte) betrachtet. Im Gegensatz zum
Einlegen in ein Bad mit Zementierungslosung, bei dem der Probekorper von allen Seiten der
Zementierungsldsung ausgesetzt ist, gibt es bei den betrachteten Methoden eine definierte Zufuhrrichtung.
So lasst sich die Zementierungstiefe iber eine Dimension genau bestimmen.

4.1. Perkolation: Variation physikalischer und chemischer Parameter

In diesem Projekt wurde der Einfluss verschiedener chemischer, mikrobiologischer und raumlicher
(Mischungsgefiige) Parameter auf die mit der Perkolation erreichte Zementierungstiefe und Druckfestigkeit
untersucht. Folgende Parameter wurden betrachtet:

- Konzentration der Zementierungslésung
- Menge und Urease-Aktivitat des UACP

- pH-Wert der Zementierungslosung

- Sandkorngrof3e und Packungsdichte

- Mechanische Einfliisse (sog. Starthilfe)

Herstellungsmethode

Der Herstellungsprozess umfasste zwei Schritte: Verdichtung der Probekorper und Zufuhr der
Zementierungslosung (Abbildung 18).

Abbildung 18
Herstellung von Probekdrpern aus Biobeton mittels Perkolation
Initiale Verdichtung der Proben und Zufuhr der Zementierungslésung

—on £

Mehrere Zyklen
Quelle: ILEK

Verdichtung

Die Mischung aus Zuschlagen und UACP wurde schichtweise in 20 ml - Spritzenhilsen gefiillt. Um eine
Entmischung der Zuschlage und des UACP zu vermeiden wurden die Komponenten feucht vermischt, indem
etwas Zementierungslosung (10 % des Gewichtes der trockenen Mischung) hinzugegeben wurde. Die
Konzentration der Zementierungslésung in der Mischung entsprach der Konzentration, mit der der jeweilige



Biobeton 38

Probekorper im Anschluss zementiert wurde. Bei der Befiillung wurde jede neu zugegebene Schicht von ca. 5
mm Dicke mit dem pneumatischen Verdichter (Abbildung 16 und Abbildung 18) mit 1,28 N/mm? verdichtet.
Die Spritzenhiilsen wurden oben und unten mit Filtermaterial (Filterpapier oder Filz) versehen.

Zementierung

Die Zufuhr der Zementierungslosung erfolgte in mehreren Zyklen. Zu Beginn jedes Zyklus wurde den
Spritzenhllsen von oben mit einer Peristaltikpumpe Zementierungslosung zugefiihrt. Die zugefiihrte Menge
entsprach ca. einem Porenvolumen der in den Spritzenhllsen befindlichen Mischung. Die Uber die
Zyklusdauer hinweg durch die Probe sickernde Lésung wurde in einem Behdlter aufgefangen. Am Ende des
Zyklus wurde die oberhalb der Probe verbleibende Lésung mit einer Membranpumpe abgefiihrt. Die
Zyklusdauer wurde auf 4 Stunden festgelegt.

Um die Zufuhr der Zementierungsldsung fiir eine grof3e Menge an Proben in regelmaBigen Zeitabschnitten
zu ermoglichen, wurde eine automatisierte Zementierungseinrichtung verwendet (Abbildung 19). Die
Spritzenhilsen mit den Proben wurden in einem Forderrad platziert und zur Beginn jedes Zyklus nacheinander
zu einer Zufuhr und Abfuhr-Stelle transportiert. Die durchlaufende Flissigkeit wurde in Abfuhrréhrchen
aufgefangen. Die Zufuhr- und Abfuhrrohrchen wurden nach jeder Probe mit vollentsalztem Wasser (VE-
Wasser) abgespiilt.

Abbildung 19
Aufbau und Funktionsprinzip der automatisierten Zementierungseinrichtung
fiir Perkolationsversuche

Anderung der Probenposition durch Abfuhr nicht verbrauchter und Reinigung der Zufuhr-/
Drehung des Férderrades Zufuhr frischer Zem.I6sung Abfuhrréhrchen.vor der nachsten
Probe mit VE-Wasser

Bild-Quelle: ILEK

Bei den meisten Versuchen mit Perkolation mittels Schwerkraft wurde beobachtet, dass Proben gleicher
Zusammensetzung unter gleichen Zementierungsbedingungen groBe Unterschiede in der
Zementierungstiefe aufwiesen. Die Druckfestigkeit konnte nur fiir Proben bestimmt werden, bei denen der
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volle Querschnitt tber eine H6he von mindestens 20 mm zementiert war. Fir die Druckfestigkeitspriifung
wurde immer der obere Teil der biozementierten Probekorper zugeschnitten (D=20 mm, H=20 mm). Die
gemessenen Druckfestigkeitswerte sind auf den Bildern zu den jeweiligen Versuchen notiert.

Einfluss der Konzentration der Zementierungsléosung und UACP-Menge auf die Verfestigung der
Probekorper

Zur Reduktion der Anzahl der bendtigten Zementierungszyklen ware eine moglichst hohe Konzentration von
Harnstoff- und Calcium-lonen in der Zementierungslésung von Vorteil. Allerdings kann sich die Verwendung
von hochkonzentrierten Zementierungslésungen negativ auf die Kristallbildung auswirken (s. Kapitel 2.4).

Abbildung 20
Hergestellte Probenkdrper
(Variationen des UACP-Gehaltes und der Konzentrationen der Zementierungslésung)

Massenanteil an Konzentration der Zementierungslésung

UACP

0,75M 1™ 1,25M 1,5M 1,75M  2M

1,5%
0z=0,48
Sz/Ve = 472 [1/cm]

2,25%
®z=0,48
Sz/Vp =461 [1/cm]

3,0%
Oz=0,48
Sz/Ve =459 [1/cm]

3,75%

4,5%

Zuschldge: Quarzsand 63 - 250 pm
Urease-Aktivitat: 0,270 [pmol/(min*mg]

Zufuhrzyklen: 13 (52 h) Bild-Quelle: ILEK
ild-Quelle:
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In Perkolationsversuchen wurde der Massenanteil des UACP und die Konzentration der Zementierungslésung
variiert. Fiir alle UACP-Anteile konnte eine sichtbare Abnahme der Festigkeit mit steigenden Konzentration
festgestellt werden (Abbildung 20). Alle mit einer Konzentration von 2 M hergestellten Proben zerfielen bei
der Entnahme aus der Spritzenhiilse. Die einzige Probe, die aufgrund ihrer ausreichenden Zementierungstiefe
auf Druckfestigkeit getestet werden konnte (Massenanteil des UACP 2,25%, Konzentration 0,75 M) wies eine
Druckfestigkeit von 20 MPa auf.

Fir jede Biobetonmischung muss ein optimaler Anteil an UACP bestimmt werden, der von den raumlichen
Parametern (O, Sz/Vp, Permeabilitdt), der Anzahl vitaler Bakterien und der Urease-Aktivitat abhangig ist. Die
minimale Menge des UACP sollte so gewahlt werden, dass an allen Kontaktstellen zwischen den Zuschlagen
Bakterien flr die Biomineralisierung vorhanden sind. Je hoher der Sz/Ve-Wert ist, desto mehr Kontaktstellen
missen im Zuschlaggeflige liberbriickt werden. Gleichzeitig fihrt eine zu hohe Menge an UACP jedoch zur
vorzeitigen SchlieBung der Zwischenrdume im Zuschlaggefiige und damit zu geringen Zementierungstiefen.
Es wurde daher die unter den gewahlten Versuchsbedingungen optimal benétigte Menge an UACP bestimmt,
indem zu den Zementierungsversuchen unterschiedliche Mengen an UACP zugefligt wurden (Abbildung 21).
Hierbei zeigte sich ein deutliches Optimum bei der Zugabe von 2,25 % UACP, wenn die Zementierungslésung
0,75 M Harnstoff und CaCl2 enthielt.

Die Abbildung 21 zeigt die Probekdrper aus dem oben beschriebenen Versuch, die mit der Konzentration
0,75 M hergestellt wurden, und veranschaulicht die beschriebenen Effekte.

Abbildung 21
Zementierte Probekorper mit unterschiedlichen Massenanteilen an UACP

Massenanteil an UACP

1,5% 2,25 % 3% 3,75%
Oz =0,48; Sz/Vp =472 [1/cm] ®z=0,48;Sz/Vp =461 [1/cm] Oz =0,48; Sz/Vp =459 [1/cm]

40 mm

0o 20mm
Bild-Quelle: ILEK

Einfluss der Urease-Aktivitat auf die Verfestigung der Probekorper

Die Urease-Aktivitat hat einen Einfluss auf die Homogenitat der Zementierung. Ist die Urease-Aktivitat zu hoch,
so flhrt dies dazu, dass nur die Bereiche der Probekorper zementiert werden, die als erste in Kontakt mit der
Zementierungslosung kommen. Dadurch kann die Zementierungsldsung nicht die restlichen Bereiche
erreichen und werden nicht verfestigt [32]. Bei niedrigen Urease-Aktivitaten kann dagegen eine gleichmaflige
Zementierung der Probekorper erreicht werden [32,63].

Im aktuellen Projekt wurde der Einfluss der Urease-Aktivitat auf die Zementierungstiefe bei der Perkolation
anhand einer optimierten und einer homogenen Zuschlagmischungen untersucht. Beide Mischungen haben
im verdichtetem Zustand einen dhnlichen Sz/Ve — Wert aber eine unterschiedliche Porositdt ®z. Im Versuch
wurde UACP mit verschiedenen Urease-Aktivititen durch die Veranderung der CaCl- und
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Harnstoffkonzentrationen im Prdparationsprozess hergestellt (Abbildung 22; s. auch 2.1 und Nething et al.
[16]).

Abbildung 22
Herstellung von UACP mit unterschiedlichen Urease-Aktivitaten
Verwendung verschiedener Konzentrationen von CaCl2 und Harnstoff bei der Prézipitation des UACP

0,60 4

Urease-Aktivitat
[pmol/{min*mguace)]

= =

(=] =

= =
I 1

0,00

o l & o
& & & &
P & o &

Konzentration wvon CaCly und Harmstoff bei der Herstellung von UACP

Quelle: IMB

AnschlieBend wurde der Effekt unterschiedlicher UACP-Mengen sowohl auf homogene als auch auf die
optimierte Sandmischung untersucht. Die zementierten Probekorper sind in der Abbildung 24 dargestellt.

Besonders deutlich war der Effekt der Verringerung der Urease-Aktivitat auf die Zementierungstiefe bei einer
homogenen Mischung mit der Sandkorngréf3e 100 - 400 um (Abbildung 24, obere Reihe).

Bei der dichteren heterogenen Mischung 1 haben die Eigenschaften des Gesteinsgefiige bei der Perkolation
einen groBeren Einfluss auf die Zementierungstiefe als die Urease-Aktivitat. Auch die Menge des UACP hat bei
der dichteren Mischung einen deutlich geringeren Einfluss auf die Zementierungstiefe als bei der homogenen
weniger dichten Mischung (Abbildung 23).

Abbildung 23
Einfluss der Urease-Aktivitat auf die Zementierungstiefe
60 s A Mischung 1-2% +2% UACP
]
| .
E 50 ! ¢ Mischung 1- 1% + 1% UACP
© .
> = 40 Py [ | Mischung 1 - 0.5% +0,5% UACP
(]
o c 30 W 100-400 um - 2%
QL = a [ ] ™ +2% UACP
TR ¢
2 20 . "
Q0 5 < i
S t 1
N
b= |
S 0
= 0 0,2 04 0,6 0,8 1
N
Urease-Aktivitat [umol/(min*mg]
Quelle: ILEK
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Abbildung 24
Einfluss unterschiedlicher Urease-Aktivitaten auf die Verfestigung von Probekorpern
aus verschiedenen Sand-Mischungen

Quarzsand 100 - 400 um, 2 % UACP
Oz=0,48;S2/Vp =299 [1/cm]

0,89 [umol/(min*mg] 0,57 [umol/(min*mg] 0,40 [umol/(min*mg] 0,27 [umol/(min*mg]

Mischung 1 (63 - 2000 pm), 2 % UACP
®z=0,37;Sz/Ve =282 [1/cm]

0,89 [umol/(min*mg] 0,57 [umol/(min*mg] 0,40 [umol/(min*mg] 0,27 [umol/(min*mg]

Mischung 1 (63 - 2000 pm), 1,0 % UACP
Oz =0,38; Sz/Vp =265 [1/cm]

0,89 [umol/(min*mg] 0,57 [pmol/(min*mg] 0,40 [pmol/(min*mg] 0,27 [pmol/(min*mg]

Mischung 1 (63 - 2000 pm), 0.5 % UACP
Oz =0,39; Sz/Ve =265 [1/cm]
0,55 [pmol/(min*mg] 0,30 [pmol/(min*mg]

0,89 [umol/(min*mg] 0,27 [umol/(min*mg]

nicht untersucht nicht untersucht

Konzentration der Zementierungslésung: 0,75 M Harnstoff + 0,75 M CaCl,
Zufuhrzyklen: 22 (88 h)

Bild-Quelle: ILEK
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pH-Wert

Der pH-Wert der in diesem Projekt hdufig verwendeten Zementierungslésung mit einer Konzentration von
0,75 M Harnstoff und 0,75 M CaCl2 betragt ca. 6,9. Da die Ausfallung von Calcit im leicht alkalischen pH-Bereich
stattfindet, wurde der Ansatz gepriift, den pH-Wert der Zementierungslosung vorab zu senken, um die
Ausfillung des Calciumcarbonats zu verzogern. Hierdurch sollte erreicht werden, dass die
Zementierungslosung tiefer in die Probekdrper vordringt und dadurch die Zementierungstiefe erhoht wird.
Daher wurde in einer weiteren Versuchsreihe den Probekdrpern verschiedene Zementierungslésungen mit
zuvor eingestellten pH-Werten zugegeben. In dem Versuch konnte kein Einfluss des initialen pH-Werts auf die
Zementierungstiefe festgestellt werden (Abbildung 25).

Abbildung 25
Zementierungsversuch mit verschiedenen pH-Werten der Zementierungslésungen

pH-Wert der Zementierungsldsung

4,8 5,0 55 5,7 6 6,2 6,3 6,5 6,6 6,7 6,8

Zuschldge: Quarzsand 63 - 250 pm
Konzentration der Zementierungslésung: 0,75 M Harnstoff + 0,75 M CaCl,
Massenanteil an UACP: 3,0 % (w/w)
Urease-Aktivitat: 0,270 [umol/(min*mg]
Zufuhrzyklen: 13 (52 h)
Bild-Quelle: ILEK

Dies liegt vermutlich an der geringen Pufferwirkung der Zementierungslésung auf den pH-Wert, also der
Eigenschaft einen bestimmten pH-Wert bei Zugabe von Sauren oder Basen beibehalten zu kdnnen.

In einem weiteren Versuch wurden 50 ml der ,Standard-Zementierungslésung” (0,75 M Harnstoff plus 0,75 M
Calcium-Chlorid) mit 1M HCl auf einen pH-Wert von 4 eingestellt (Abbildung 26, Zone A) Nach 880 Sekunden
wurden der Losung 0,75 g UACP zugegeben (Abbildung 26, Zone B). Unmittelbar nach der Zugabe des UACP
stieg der pH-Wert innerhalb von ca. 50 Sekunden von 4,1 auf 7,8. Dies stltzt die Ergebnisse des
vorhergehenden Versuchs, da die Durchflussrate bei der Perkolation mittels Schwerkraft nur sehr gering ist
und die Verzégerung des pH-Anstiegs von 50 Sekunden nicht ausreicht, um die Zementierungstiefe zu
beeinflussen. Offenbar kommt es in dem System durch die mikrobielle Hydrolyse des Harnstoffs zu einem sehr
schnellen Anstieg des pH-Werts.

Abbildung 26
Veranderung des pH-Wertes der Zementierungslésung nach der Zugabe von UACP
A B
104+ E .........................

=

@

=

I

o

860 880 500 920 940 960 Zeit[s]
Quelle: IMB

Bewertung/Diskussion/Zielerreichung BBSR-Online-Publikation Nr. 23/2024



Biobeton 44

Einfluss von ZuschlaggroB3e und Packungsdichte auf die Biozementierung

Im Folgenden sollte der Einfluss der Zusammensetzung des Zuschlaggefiiges auf die Festigkeit und auf den
Zementierungsablauf untersucht werden. Dafiir wurden Zementierungsversuche durch Perkolation mit
unterschiedlichen Zuschlaggré3en durchgefiihrt. Alle Mischungen hatten einen UACP-Anteil von 1,5 % (w/w).
Die zementierten Probekdrper sind in der Abbildung 27 zu sehen.

Die Mischung mit der KorngréBe 700 — 1250 um hat den geringsten Sz/Ve-Wert und damit von allen
betrachteten Mischungen die grof3ten Poren (Tabelle 5). Die mit dieser Mischung zementierten Probekorper
weisen einen sichtbar erhohten Calciumcarbonat-Gehalt in Flussrichtung auf (ersichtlich in an der

Abbildung 27 ausgepragten hellen Farbung des Probekérpers). Dies deutet auf den Transport des UACP mit
der Stromung der Zementierungslésung hin. Bei den Mischungen mit Wert Sz/Ve- Werten > 106 ist dieser
Transporteffekt weniger sichtbar.

Tabelle 5
Porositat ®z und Verhaltnis Sz/Ve fiir Sand-Mischungen mit verschiedenen Korngroen

Sandkorngrof3e, um

63 -250 0,48 472
200 - 600 0,47 159
400 - 1000 0,45 106
700 - 1250 0,47 69
Optimierte Mischung 1 (63 - 2000) 0,37 ca.270

Abbildung 27
Zementierte Probekdrper mit verschiedenen Sandkorngréf3en

200 -600 pm 400 - 1000 pm 700-1250 um Mischung 1 63 -250 ym

¥

51,7 MPa

10,7 MPa
Konzentration der Zementierungslosung: 0,75 M Harnstoff + 0,75 M CaCl Konzentration der Zem.l6sung: 0,75 M
Massenanteil an UACP: 1,5 % (w/w) Massenanteil an UACP: 1,5 % (w/w)
Urease-Aktivitat: 0,270 [umol/(min*mg] Urease-Aktivitat: 0,274 [umol/(min*mg]
Zufuhrzyklen: 29 (116 h) Zufuhrzyklen: 20 (80 h)
Quelle: ILEK

Da die Perkolationsmethode eine eingeschrankte Reproduzierbarkeit aufweist, konnte nur die Druckfestigkeit
einzelner Proben geprift werden (s. Punkt ,Einschrankungen der Perkolationsmethode”). Die gepriften
Proben, die mit der optimierten Mischung 1 hergestellt wurden, wiesen mit 30-51,7 MPa die hochsten
Druckfestigkeitswerten von allen zementierten Probek&rpern in diesem Kapitel.
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Die Porositat der Mischungen darf bei der Perkolation jedoch auch nicht zu gering sein, da sonst der Durchfluss
der Zementierungslésung durch den Probekorper komplett verhindert wird. Bei Versuchen mit der Mischung
2 (02 = 27), konnte kein Durchfluss der Zementierungslésung und keine Zementierung festgestellt werden.
Daraus lasst sich schlieen, dass bei der Entwicklung von Biobetonmischungen, die durch Perkolation
zementiert werden, sowohl die Maximierung der Packungsdichte, zu Gunsten einer hohen Druckfestigkeit, als
auch der Erhalt einer gewissen Porositat, zur Sicherstellung einer tiefen Zementierung, bericksichtigt werden
missen.

Einschriankungen der Perkolationsmethode

Bei den meisten Versuchen unter Verwendung der Perkolation mittels Schwerkraft wurde beobachtet, dass
Proben mit gleicher Zusammensetzung und unter gleichen Zementierungsbedingungen gro3e Unterschiede
in der Zementierungstiefe aufwiesen (Abbildung 28).

Abbildung 28
Aussehen zementierter Proben identischer Zusammensetzung,
die unter den gleichen Zementierungsbedingungen mit Hilfe einer automatisierten Zementierungsmaschine hergestellt wurden

30,3 MPa
Zuschldge: Mischung 1 (63 - 2000 pum)
Konzentration der Zementierungslésung: 0,75 M Harnstoff + 0,75 M CaCl,

Massenanteil an UACP: links 1,5 %; rechts 2,0 %
Zufuhrzyklen: 29 (116 h)

Quelle: ILEK

Eine mogliche Erklarung ist die Entstehung unterschiedlicher Stromungspfade im Zuschlagsgefiige. Zum
einen als Resultat der individuellen Anordnung der Gesteinskdrnung und zum anderen durch Lufteinschliisse
zwischen den Aggregaten. Um den Effekt moglicher Lufteinschliisse auf die Zementierung zu untersuchen,
wurden zwei verschiedene Versuche durchgefiihrt.

Im ersten Versuch wurde einer Probe die Zementierungslosung in einem speziellen Behélter von unten
zugefiihrt, um eine Verdrangung der Luft durch die aufsteigende Zementierungslésung nach oben zu
ermdglichen. Als Kontrolle wurde eine weitere Probe in einem identischen Behalter von oben befiillt
(Abbildung 29). Es konnte aber kein Unterschied in der Zementierungstiefe der entnommenen Probekorper
festgestellt werden.

Bewertung/Diskussion/Zielerreichung BBSR-Online-Publikation Nr. 23/2024



Biobeton 46

Abbildung 29
Unterschiedliche Konzepte zur Zufuhr von Zementierungslésungen
zu Probekdrpern von oben oder unten

Zufuhr von oben

Zufuhr von unten

Zuschldge: Mischung 1 (63 - 2000 pum)
Konzentration der Zementierungslésung: 0,75 M Harnstoff + 0,75 M CaCl»
Massenanteil an UACP: 1,5 %
Zufuhrzyklen: 25 (96 h)
Quelle: ILEK

Im zweiten Versuch wurde die Zementierungslésung nach dem ersten Zufuhrzyklus am Auslass der
Spritzenhiilse angesaugt, bis sich in der angesaugten Zementierungslésung keine Luftblasen mehr befanden
(Abbildung 30). Probekorper, die mit dieser ,Starthilfe” zementiert wurden, erreichten die bei diesem
Versuchsaufbau maximal mogliche Zementierungstiefe von ca. 35 mm, wahrend die Kontrollproben nur 10
bis 15 mm tief zementiert waren.

In einer Versuchsreihe mit ,Starthilfe”, bei der der erste und der zweite Zementierungszyklus 24 Stunden
auseinander lagen, konnte die gleiche Erhéhung der Zementierungstiefe beobachtet werden. Dies ist
bemerkenswert, da anzunehmen ware, dass die Zementierungslosung in diesem Zeitraum weitgehend
komplett durch die Probe sickert und das Porenvolumen wieder mit Luft gefiillt wird. Dadurch wiirden bei der
zweiten Befiillung neue Lufteinschliisse entstehen. Wahrscheinlich reicht jedoch die durch Kapillarkrafte im
Sand gehaltene Flissigkeit aus, um eine erneute Blockage durch Lufteinschliisse zu verhindern.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die aktive Zufiihrung der Zementierungslosung fiir die Zementierungstiefe und
Reproduzierbarkeit der Biozementierung eine entscheidende Rolle spielt. Aus diesem Grund wurden im
weiteren Projektverlauf Zementierungsmethoden entwickelt, die eine kontrollierte Zufuhr der
Zementierungslésung mit einem einstellbaren Druck oder einer einstellbaren Durchflussrate ermdglichen.
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Abbildung 30
Nutzung einer ,Starthilfe” bei der Perkolation von oben
A) Konzept der ,Starthilfe”; B) Praktische Durchfiihrung der Starthilfe unter Verwendung der automatisierten Zementierungsmaschine;

Q) Vergleich der Probenkdérper, die mit oder ohne ,Starthilfe” erhalten wurden

A B

\VAVAVAVAY/

JAVAVVAVAY
\VANGWAV/
\VAVAVAVAV/

"Starthilfe"

mit ,Starthilfe” ohne ,Starthilfe”

24 Stunden Pause
zwischen der ersten
und zweiten Injektion

RegelmaBiger Zyklus

Zuschlage: Mischung 1 (63 - 2000 pum)
Konzentration der Zementierungslésung: 0,75 M Harnstoff + 0,75 M CaCl»
Massenanteil an UACP: 1,5 %

Zufuhrzyklen: 25 (120 h / 100 h)
Quelle: ILEK
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Zusammenfassung - identifizierte Einflussparameter bei der Perkolation

Tabelle 6

Identifizierte Einflussparameter bei der Perkolation

Parameter

Einfluss auf die Festigkeit

Einfluss auf die Zementierungstiefe

Konzentration der
Zementierungsldsung

Menge des UACP

Urease-Aktivitat des UACP

pH-Wert der
Zementierungslosung (Zufuhr)

Raumliche Aspekte des
Zuschlaggefiliges

Aktives Ansaugen der
Zementierungslosung bei der
ersten Zufuhr

Hohe Konzentrationen
beeintrachtigen die Festigkeit

Wegen geringer
Zementierungstiefe nicht
untersucht

Nicht untersucht

Nicht untersucht

Die Zusammensetzung des
Zuschlaggefiiges hat einen
entscheidenden Einfluss auf die
Festigkeit

Keine reine Perkolation mehr,
daher in folgenden Projektteilen
untersucht

Kein Zusammenhang identifiziert

Optimum je nach Mischung

Sichtbarer Effekt bei homogenen
Mischungen. Bei optimierten
Mischungen mit hoher
Packungsdichte weniger relevant

Kein Einfluss wegen geringer
Pufferwirkung der
Zementierungslosung

Die Zusammensetzung des
Zuschlaggefliges beeinflusst die
Permeabilitat

Deutlich groBere Wirkung als
chemische und mikrobiologische
Parameter

Bewertung/Diskussion/Zielerreichung
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4.2. Druckbasierte Herstellungsverfahren

Die druckbasierten Herstellungsverfahren zeichnen sich durch die aktive Einleitung der Zementierungslésung
in die Biobetonmischung aus. Die Enleitung kann durch eine Pumpe, das Beaufschlagen der
Zementierungslosung auf der Zufuhrseite mit Druck oder das Anlegen eines Unterdrucks auf der Auslassseite
erfolgen. Aufgrund der einfacheren Druck- bzw. Durchflussregelung und des hoheren Maximaldrucks wurden
in diesem Projekt die Pumpe- und Uberdruck-basierten Methoden untersucht (Abbildung 31).

Abbildung 31
Funktionsschema der untersuchten Druck-basierten Herstellungsverfahren

Druckregelung Durchflussregelung

Quelle: ILEK

Die Wechselwirkung von Druck und Durchflussrate ist in den beiden untersuchten Systemen nicht linear und
schwer modellierbar. Daher wurde fiir jedes System nur einer der beiden Parametern gesteuert, der andere
wurde durch Sensoren erfasst. Im Falle des Druckluftsystem wurde der aufgebrachte Luftdruck gesteuert und
die Durchflussrate erfasst, im Falle des Pumpensystems wurde die Forderrate der Pumpe gesteuert und der
Druck auf der Zufuhrleitung gemessen.

Da im Projekt fiir die Auslegung eines Pumpensystems zundchst die notwendigen Erfahrungswerte fehlten,
wurden Versuche mit dem Druckluftsystem durchgefiihrt. Danach wurde ein prototypisches
Kolbenpumpensystem entwickelt und getestet.

Aufbau und Steuerung eines Luftdruck-basierten Systems

Die automatisierte Zementierungseinrichtung fiir die Herstellung von Probekdrpern aus Biobeton wurde im
Laufe des Projektes standig weiterentwickelt und verbessert. Der finale Aufbau ist auf der Abbildung 32
dargestellt.



Die automatisierte Zementierungseinrichtung bestand aus einem Zufuhrsystem und einem Wagemodul, die
an einen Einplatinencomputer (Raspberry Pi4) zur Steuerung und Erfassung der Daten angeschlossen wurden.

Abbildung 32
Automatisierte Zementierungseinrichtung fir druckregulierte Biozementierung
Schematische Darstellung

=
il L R B i

Raspberry Pi

Quelle: ILEK

Das Zufuhrsystem setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:
- einer oder mehrere Druckbehdlter, gefiillt mit Zementierungslosung
- Druckregler (vor die Druckbehilter geschaltet)
- Ventile (vor die Schalungen geschaltet)
- Waagen mit Abflussbehéltern und Abflusspumpen

- Steuerungsmodul mit Mikrocontroller (Arduino Mega), Relais, Treiber, usw.

Der Ablauf der Biozementierung ist auf Abbildung 33 dargestellt. Alle vier Stunden wurde die
Zementierungslosung im Probekdrper ausgetauscht, indem ein konstanter Druck an den Druckbehéltern
angelegt und gleichzeitig die Ventile ge6ffnet wurden. Dadurch wurde jede Schalung von unten nach oben
mit der Zementierungslosung durchstrémt. Die oben aus den Schalungen austretende Zementierungslésung
wurde in Abflussbehdltern aufgefangen und die Menge durch Wagen kontinuierlich erfasst. Sobald das
Gewicht der gesammelten Zementierungsldsung auf der Waage dem Gewicht eines komplett gefiillten
Porenvolumens der Mischung in der Schalung entsprach, wurde das Ventil auf der Zufuhrseite der
entsprechenden Schalung geschlossen. Am Ende des Zementierungszyklus wurde die L6sung aus den
Abflussbehaltern abgepumpt.

Zur Erfassung des Schalungsgewichts wahrend der Zementierung wurde ein automatisiertes Wagemodul
konstruiert. Mit dem Wagemodul konnten die Schalungen in definierten Zeitabstanden auf die Wagezellen
heruntergelassen und nach dem Wagen wieder angehoben werden. Dadurch konnte das Auftreten von
Kriecheffekten durch eine mehrtagige Dauerbelastung der Wagezellen vermieden werden.



Abbildung 33

Algorithmischer Ablauf der Biozementierung
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Zementierungsversuche mit einem Luftdruck-basierten System

Verwendete Mischungen

Quelle: ILEK

Fiir die Zementierungsversuche wurde Mischung 1 (s. Kapitel 3) mit verschiedenen UACP-Anteilen verwendet.
In Verdichtungsversuchen wurden die genauen Volumenverhdltnisse der Mischungen ermittelt (Abbildung

34).

Allen Mischungen wurde Zementierungslosung mit einer Konzentration von 0,1 M Harnstoff und CaCl,
hinzugegeben. Die hinzugegebene Menge entsprach 10 % (w/w) der Feststoffe.
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Abbildung 34

Volumenanteile der einzelnen Phasen in den Mischungen

mit unterschiedlichen Massenanteilen von UACP

(Die Prozentangaben tber den Diagrammen beziehen sich auf den Massenanteil in der trockenen, unverdichteten Mischung vor der
Zugabe der Zementierungslésung)

0,5 % UACP 1 % UACP 2 % UACP

17% 16% 15%
18% 1i/,, 18%
13% 13% % 13%
9% 9%
2,5 % UACP 5 % UACP 7,5 % UACP
15% 12% 13%
% 13% 7% % 7%
13% . 9% 12% g,
m1,0-2,0 m0,7-1,25 m0,3-0,8 0,2-0,6 0,1-0,4
0,063-0,25 W UACP Zem.Losung Luft

Quelle: ILEK

Herstellung von Probekérpern - Mischen

Die Mischungen (Abbildung 35 a) wurden in einer Rihrmaschine (Modell: RMS7, Hersteller: GGM Gastro
International GmbH) mit 125 rpm fiir 2 Minuten geriiht (Abbildung 35 b). Danach wurden die Mischungen per
Hand durchmischt, um am Boden der Riihrschiissel abgesetztes Mischgut nach oben zu beférdern, danach
wurde weitere 2 Minuten in der Riihrmaschine geriihrt.

Herstellung von Probekdrpern — Verdichten

Nach dem Durchmischen in der Rihrmaschine wurden die Mischungen schichtweise in zylindrische
Schalungen aus Kunststoff (Abbildung 35 c) gegeben und mit einem Druck von 5 N/mm? verdichtet. Zur
Verdichtung der einzelnen ca. 10 bis 20 mm - hohen Schichten wurde eine hydraulische Presse verwendet
(Abbildung 35 d). Die Oberflache der Schichten wurde nach dem Verdichten aufgeraut, um den Verbund mit
der jeweiligen Folgeschicht zu gewahrleisten.

Bewertung/Diskussion/Zielerreichung BBSR-Online-Publikation Nr. 23/2024



Biobeton 53

Abbildung 35

Herstellung von Probekorpern

Mischung 1 mit verschiedenen UACP Anteilen fiir jeden Probekorper (a), Mischen (b), Schalung aus Polyoxymethylen (POM) fiir die
Herstellung von zylindrischen Probekérpern (c), Verdichtung der Mischung mittels einer hydraulischen Presse (d)

b —

Quelle: ILEK
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Herstellung von Probekdrpern — Zementierung

Nach der Verdichtung wurden die Schalungen wasserdicht verschlossen und an die
Zementierungseinrichtung angeschlossen (Abbildung 36). Pro Testreihe konnten 6 Probekdrper parallel
zementiert werden.

Abbildung 36
Automatisierte Zementierungseinrichtung fir druckregulierte Biozementierung

| 2
dgezellen mit Abflussbeh

Quelle: ILEK

Die zementierten Probekdrper sind in der Abbildung 37, Abbildung 38 und Abbildung 39 dargestellt.

Die Abfluss- und Schalungsgewichte wurden Ulber die gesamte Zementierungsdauer gespeichert. Das
Abflussgewicht wurde ca. alle 5 Sekunden erfasst, das Schalungsgewicht alle 4 Stunden zu Beginn jedes Zyklus.
Uber die Zunahme des Schalungsgewichts lieB sich die Menge des gebildeten Calciumcarbonats (iber den
Zementierungsverlauf hinweg bestimmen (Abbildung 42). Uber das Abflussgewicht konnte die Durchflussrate
berechnet werden, die im Lauf der Zementierung stark abnahm (Abbildung 43).

Wahrend der Laborarbeitszeiten wurden zudem am Ende jedes Zyklus Proben aus den Abflussbehdltern zur
Messung der lonenkonzentration entnommen (Abbildung 44, Abbildung 45 und Abbildung 46).
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Abbildung 37

Im Rahmen der druckregulierten Biozementierung erhaltene Testkorper

e Urease-Aktivitat: 0,31 U/mg UACP

€

wn
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0
TR1-1 TR1-2 TR1-3 TR1-4 TR1-5 TR1-6
0,5 % UACP 1,0 % UACP 2,0 % UACP 2,5% UACP 5,0 % UACP 7,5 % UACP

0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar
0,75M 0,75M 0,75M 0,75M 0,75M 0,75M

Urease-Aktivitat: 0,25 U/mg UACP
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Quelle: ILEK
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Abbildung 38
Im Rahmen der druckregulierten Biozementierung erhaltene Testkorper

Urease-Aktivitat: 0,30 U/mg UACP

TR3-1 TR3-2 TR3-4

2,0 % UACP 2,0 % UACP 2,0 % UACP 2,0 % UACP 2,0 % UACP 2,0 % UACP
0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar 0,5 bar 0,5 bar
0,75M 0,75M 1,25M 1,25 M 0,75M 0,75M

Urease-Aktivitat: 0,50 U/mg UACP

135 mm

0
TR4-1 TR4-2 TR4-3 TR4-4 TR4-5 TR4-6
1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP
0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar 0,1 bar 0,25 bar 0,25 bar
0,75M 0,75M 1,5M 15M 0,75M 0,75M
Quelle: ILEK
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Abbildung 39
Im Rahmen der druckregulierten Biozementierung erhaltene Testkorper

Urease-Aktivitat: 0,54 U/mg UACP

£ _ :
€ 1
3 i
— =i
! 50,1 MPa

0 50 mm

TR5-1 TR5-2 TR5-3 TR5-4 TR5-5 TR5-6

1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP 1,5 % UACP

0,25 bar 0,25 bar 0,5 bar 0,5 bar 0,75 bar 0,75 bar

0,75 M 0,75 M 0,75 M 0,75 M 0,75 M 0,75M
Quelle: ILEK

Bei einigen Proben wurde nach der Zementierung die Rissbildung an den Stellen beobachtet, die die Grenzen
einzelner Schichten bei der Verdichtung ausbilden (Abbildung 37 TR1-6, TR3-5 und Abbildung 39 TR5-4).
Dieser Effekt wurde bereits aus den fritheren Testreihen bekannt (Abbildung 40 links). Eine Verbesserung der
Schichtenbildung brachte das Anreizen der verdichteten Sandoberfliche nach jeder Schicht mit einem
zugespitzten Kunststoffstabchen (Abbildung 40 rechts). Die Ergebnisse der vorgestellten Testreihe zeigen
allerdings noch den weiteren Verbesserungsbedarf.

Abbildung 40

Verbesserung der Schichtenbindung

links: Effekt der Schichtentrennung bei den zementierten Proben

rechts: das Anreizen der verdichteten Sandoberflache nach jeder Schicht mit einem zugespitzten Kunststoffstabchen

Quelle: ILEK
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Abbildung 41
Zementierungstiefe der erhaltenen Testkorper

(Die Harnstoff- und CaCl-Konzentration in den Zementierungslosungen betrug, falls nicht anders angegeben, jeweils 0,75 M)
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Abbildung 42
Zunahme der Schalungsgewichte wahrend der Zementierung, Quelle: ILEK
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Abbildung 43

Veréanderung der Durchflussraten wahrend der Zementierung, Quelle: ILEK
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Abbildung 44
Veranderung der Ammonium-Konzentrationen in der Abflusslésung wahrend der Zementierung, Quelle: IMB
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Abbildung 45

Veranderung der Harnstoff-Konzentrationen in der Abflusslosung wahrend der Zementierung, Quelle: IMB
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Abbildung 46

Veranderung der Calcium-Konzentrationen in der Abflusslésung wahrend der Zementierung, Quelle: IMB
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Aus den durchgefiihrten Testreihen konnten die folgenden Erkenntnisse gewonnen werden:

- eine Druckerhohung fiihrte zu einer tieferen Zementierung von Proben mit ansonsten gleicher
Zusammensetzung (s. Abbildung 41)

- einzu hoher Druck beeintrachtigte den Zementierungsverlauf (Abbildung 42, 1,5 % UACP; schnellere
Gewichtszunahme bei 0,5 bar gegeniiber 0,75 bar) und fiihrte zu einer inhomogenen Zementierung
(Abbildung 38, TR5-3 und TR5-6)

- ein zu hoher Massenanteil des UACP (7,5 %) beeintréchtigte die Festigkeit der biomineralisierten
Proben (Abbildung 37)

- eine Erhohung des Massenanteils des UACP von 1 % auf 1,5 % flihrte zu einer Reduktion der
Zementierungstiefe von 135 mm (volle Schalungshéhe) auf ca. 20 mm. Um die volle Schalungshéhe
mit einem Massenanteil des UACP von 1,5 % zu zementieren, war eine Druckerhéhung von 0,1 auf 0,5
bar erforderlich

- bei allen Zylindern, die nicht auf der vollen Héhe zementiert waren, wurden Harnstoff und Ca-lonen
nahezu komplett verbraucht (Abbildung 45, und Abbildung 46)

- eine Konzentrationserh6hung der Zementierungslésung resultierte in einer leichten Erhéhung der
Zementierungstiefe (Abbildung 41)

- mit den Parametern in Tabelle 7 konnten Probek&rper mit Druckfestigkeiten tber 46,5 MPa und der

maximal mégliche Tiefe von 135 mm homogen zementiert werden

Tabelle 7
Identifizierte Einflussparameter bei der Perkolation

‘ TR1-2 TR5-3

Massenanteil des UACP 1% 1,5%

Urease-Aktivitat des UACP

0,31 U/mg UACP

0,54 U/mg UACP

Konzentration der 0,75 M Harnstoff 0,75 M Harnstoff
Zementierungslosung 0,75 M CaCl, 0,75 M CaCl,
Zufuhr-Druck 0,1 bar 0,5 bar
Druckfestigkeit im unteren Teil 46,7 MPa 46,5 MPa
Druckfestigkeit im oberen Teil 51,4 MPa 57,2 MPa
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Weiterentwicklung des Zufuhr-Systems

Der Vorteil des Druckluftsystems ist seine Flexibilitdt, da die Anzahl der gleichzeitig angeschlossenen
Schalungen sowie deren durchstrédmte Querschnittsflache variiert werden kdnnen, solange alle Schalungen
die gleiche Fillhdhe haben. Dabei wird in allen Querschnitten die gleiche Strdmungsgeschwindigkeit
generiert. Bei einem Pumpensystem bedarf es dafiir hingegen fir jede unterschiedlich groBe Schalung
abgetrennte Kreislaufe mit verschiedenen Durchflussraten.

Die Steuerung eines Druckluftsystems ist sehr komplex, da der Druck schwankt und immer wieder angepasst
werden muss. Bei gréBeren Anlagen kann wegen der zeitlichen Verzogerung solcher Anpassungen eine
prazise Regelung erschwert werden. AuBerdem ist es notwendig, die maximale Durchflussrate wahrend der
Zementierung durch die Druckregelung zu begrenzen, da es ansonsten zu einem unerwiinschten Transport
von Bakterien und von frisch gebildetem, amorphem Calciumcarbonat kommen kann und negative
Auswirkungen auf die Zementierung haben kann (TR5 Proben 3 - 4 vs. Proben 5 - 6).

Da ein Pumpensystem eine prazise Regelung der Durchflussraten erlaubt, erscheint es besser fiir die
industrielle Bauteilfertigung geeignet zu sein. Am effektivsten kann das Pumpensystem bei der Herstellung
grof3er Mengen identischer Bauteile eingesetzt werden.

Basierend auf den aus dem Druckluftsystem gewonnenen Erkenntnissen wurde daher ein
Kolbenpumpensystem entwickelt und prototypisch aufgebaut (Abbildung 47).

Abbildung 47
Prototypisches Kolbenpumpensystem

Quelle: ILEK
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Das Konzept des Pumpensystems besteht aus einem Schrittmotor mit Hohlwellenrotor, in welchem eine
Gewindespindel lauft. Die Spindel ist Gber Flhrungswagen an einer Linearfilhrung befestigt und gegen
Verdrehen gesichert. Somit wird die rotatorische Bewegung des Schrittmotors in eine Linearbewegung der
Spindel Uberfiihrt. Am Ende der Spindel ist ein Stempel angebracht, welcher in einem abgedichtetem
Hohlzylinder lauft, in welchem sich die zu fordernde Zementierungslosung befindet. Durch die
positionsgenaue Ansteuerung des Schrittmotors und einer Umrechnung mit der Zylinderquerschnittsflache
kann ein zu férderndes Volumen eingestellt werden, welches tUber die Auslassstutzen am Ende des Zylinders
in das System gegeben wird. Entsprechend der eingestellten Geschwindigkeit des Motors ergibt sich das
Zeitintervall, in welchem das Volumen geférdert wird und somit ein dedizierter Volumenstrom.

Ahnlich erfolgt anschlieBend eine Neubefiillung des Zylinders mit Zementierungslésung, indem dieser wie
eine Spritze aufgezogen und aus einem Speicher gespeist wird. Basierend auf dieser Analogie und aus
Grinden der Modularitat wurde fiir den finalen Aufbau das Konzept angepasst und der Hohlzylinder direkt
durch zwei gegenldufig arbeitende Spritzen ersetzt. Somit kann die Produktivitdt gesteigert werden, da
wdhrend dem Leeren einer Spritze die Andere erneut befiillt wird. Dies ermdglicht die unterbrechungsfreie
Forderung eines beliebigen Volumens unabhangig vom Fassungsvermdégen der Spritzen.

Zur Zementierung einer Probe wird Zementierungsldsung durch das System gepumpt, wobei die zu férdernde
Menge vom Porenvolumen der Probe abhdngt. Das Porenvolumen der Probe reduziert sich mit
fortschreitendem Zementierungsprozess, wodurch das Durchpumpen der Lésung erschwert wird und stetig
hohere Driicke notwendig werden. Da das Pumpensystem bzw. der Schrittmotor jedoch positionsgenau
angesteuert wird, resultiert dies ausschlieBlich in einem hoheren aufzubringenden Drehmoment und
verandert nicht den ausgebrachten Volumenstrom, welcher entscheidend fiir die erfolgreiche Zementierung
der Probe ist. Somit ergibt sich ein deutlicher Vorteil gegenliber dem druckbasierten Herstellungssystem.

Mit dem entwickelten Pumpensystem wurden bereits die ersten Zementierungsversuche durchgefiihrt
(Abbildung 48). Die Festigkeit der hergestellten Probekérper war allerdings sehr gering, wobei es vermutlich
nicht an dem Zufuhrsystem, sondern an der Qualitdt des dabei verwendeten UACP lag. Aus zeitlichen Griinden
konnten keine weiteren Versuche mit dem Pumpensystem in diesem Projekt durchgefiihrt werden.

Abbildung 48
Zementierungsvorrichtung mit einer Kolbenpumpe

Quelle: ILEK
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5. Bewehrung von Biobeton

Die gegenwadrtige Nutzung von Calciumchlorid als Calcium-Quelle und die Bildung von Ammonium als
Reaktionsnebenprodukt erschweren den Einsatz von Stahlbewehrungen im Biobeton wegen der zu
erwartenden Korrosionsschaden. Als Alternative zum Stahl werden korrosionsbestandige mineralische
Basaltfaserbewehrungen betrachtet [64]. Basaltfaserbewehrungen weisen auflerdem eine hohere
Zugfestigkeit als Stahlbewehrungen auf [65], welche die Verwendung diinnerer Querschnitte erméglicht. Um
die Steifigkeit der Basaltfaserstabe zu gewahrleisten, werden sie bei der Einbringung ins Bauteil vorgespannt.
Die vorgespannten Stabe kdnnen sowohl mit als auch ohne Verbund eingebaut werden (Abbildung 49). Im
zweiten Fall sind zusatzliche BaumaBRnahmen wie Vandalismus- und Brandschutz notwendig. Die Variante
ohne Verbund ermdglicht die vollstdndige Trennung des Biobetons und der Bewehrung nach dem Ruickbau,
was einen e+rhohten planerischen und bautechnischen Aufwand rechtfertigen konnte.

Abbildung 49
Einbringung von Basaltfaserstaben mit und ohne Verbund

N N

Biozementierungsversuche mit Stabbewehrung aus Basaltfasern

Quelle: ILEK

Da die Variante mit Verbund dem konventionellen Bewehrungseinbau naher steht und keine speziell
entwickelte, dauerhaft eingebaute Spanntechnik benétigt, wurde sie im aktuellen Projekt als erster Schritt
beim Thema Bewehrung im Biobeton untersucht. Es war geplant einen 3-Punkt Biegeversuch an bewehrten
Balken mit 40 mm Hohe, 40 mm Breite und 280 mm Lange durchzufiihren (Abbildung 50). Als Bewehrung
wurden Basaltfaserstdabe der Firma C-CON mit einem Durchmesser von 2 mm und einer Feinheit von 1.800 tex
verwendet. Die Vorspannung wurde aufgebracht, um eine maximale Auslastung von Biobeton und
Bewehrung zu erreichen und um Verformungen zu minimieren.

Abbildung 50
Geplanter 3-Punkt-Biegeversuch, schematische Darstellung
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Quelle: ILEK
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Fir die Herstellung der Balken wurde eine Schalung mit Durchfiihrungséffnungen fiir die Basaltfaserstdbe
gefertigt. Diese Schalung ermdéglicht sowohl die Vorspannung der Basaltfaserstabe tiber deren Enden, die tiber
die Schalung hinausstehen, als auch ein Abdichten der Schalung fiir die Zementierung. Die Oberflache der
Stabe wurde mit Schleifpapier (Kérnung 240) aufgeraut und die Stabe wurden anschlieBend (ber die
Durchfiihrungséffnungen in  die Schalung eingelegt. Die (berstehenden Stabenden wurden in
Gewindehdiilsen eingeklebt. Nach dem vollstandigen Ausharten der Klebung wurde die Schalung stehend auf
dem Priftisch einer Universalpriifmaschine (Zwick 1474) befestigt und die nach oben weisende Gewindehiilse
wurde mit der Zugvorrichtung der Priifmaschine verbunden. Die Stabbewehrung wurde in der Schalung mit
750 N vorgespannt, dies entspricht ungefdhr 60 % der maximalen Bruchspannung von 1.300 N. AbschlieBend
wurde die Vorspannung Uber eine Kontermutter auf die Schalung lbertragen und die Schalung mit der
vorgespannten Stabbewehrung wurde aus der Priifmaschine entnommen (Abbildung 51).

Abbildung 51
Vorspannung von Basaltfaserbewehrung

Quelle: ILEK

Die Abbildung 52 zeigt die Herstellung von Balken aus Biobeton mit vorgespannter Basaltfaserbewehrung.

Die Schalungen mit vorgespannter Bewehrung wurden mit der Mischung 1 (s. Kapitel 3) mit einem UACP-
Anteil von 1,5 % (w/w) befllt. Die Befiillung erfolgte schichtweise mit einer Verdichtung der Sandmischung
nach jeder Schicht von ca. 10 mm, wobei die Schichten erst von Hand verdichtet wurden und anschlieend
auf einem Rutteltisch mit einem 10 kg Gewicht beschwert und durch Vibration verdichtet wurden.

Die befiillten Schalungen wurden durch Perkolation unter Druck (s. Kapitel 4.2) bei 0,1 bar Uberdruck und einer
Konzentration von Harnstoff und CaCl, von jeweils 0,75 M in 22 vierstiindigen Zyklen zementiert. Im Anschluss
wurden die zementierten Balken in der Schalung bei 60 °C getrocknet.

Um die bewehrten Balken aus der Schalung entnehmen zu kdénnen, wurde die Bewehrung in einem
freigelegten Bereich zwischen Schalung und Balken durchtrennt. Unmittelbar nach dem Durchtrennen zog
sich der Bewehrungsstab jedoch mehrere Millimeter in den Biobeton zuriick, wodurch die Vorspannung
verloren wurde (Abbildung 53). Dieses Verhalten konnte bei allen vier hergestellten Balken beobachtet
werden. Ein fiir den Anschluss geplanter Dreipunktbiegeversuch konnte daher nicht mehr durchgefiihrt
werden.

Die Verkirzung der vorgespannten Faser zeigte, dass der Verbund zwischen der verwendeten
Basaltfaserbewehrung und dem Biobeton, trotz Aufrauens des Stabes, nicht stark genug war, um die
Vorspannung aufzunehmen. Dementsprechend konnten keine 3-Punktbiegeversuche mit kleinmalstablichen
bewehrten Balken durchgefiihrt werden. Bei groBeren Balken und Bewehrungsstaben mit gréerem
Durchmesser konnte dieses Problem, wie bei Basaltfaser- und Stahlbewehrung bereits Ublich, durch die
Ausformung einer Rippung zur besseren Krafteinleitung entlang des Bewehrungsstabes geldst werden. Hierzu
wadre ein weitere Versuche mit gréBer dimensionierten Biobetonbalken in den Folgeprojekten notwendig.
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Abbildung 52

Herstellung von Balken aus Biobeton mit vorgespannter Basaltfaserbewehrung

Schalungen mit vorgespannter Bewehrung (a), Beflllen der Schalungen mit UACP-Sand-Mischung (Mischung 1) (b), Verdichtung (c),
befllte Schalungen (d), Zementierung (e)

[
o

Quelle: ILEK

Bewertung/Diskussion/Zielerreichung BBSR-Online-Publikation Nr. 23/2024



Biobeton 70

Abbildung 53
Losen der Vorspannung des Basaltfaserstabes

Schalung S

e

Deformation des '
Basaltfaserstabes durch
Verlust der Vorspannung

Quelle: ILEK

Herstellung von Stabbewehrung aus losen Basaltfaserrovings durch Biomineralisierung

Stabbewehrung aus Basaltfasern besteht zu einem grof3en Teil aus mineralischem Basalt, jedoch wird auch
stets ein Matrixmaterial bendtigt, das die Einzelfasern verbindet. Dieses Matrixmaterial besteht bei
Basaltfaserbewehrung aus Kunstharz, einem organischen Bestandteil, der das Recycling der Bewehrung
erschwert. In diesem Projekt wurde daher auch untersucht, ob Biomineralisierung durch MICP zur Bildung
einer verbindenden Matrix fiir die Einzelfasern genutzt werden kann (Abbildung 54).

Fir die durchgefiihrten Versuche wurde wiederum ein Faserstrang der Firma C-CON mit einer Feinheit von
1.800 tex verwendet. In ersten Vorversuchen wurden der Faserstrang mit einer Bakteriensuspension getrankt
und anschlielend in ein Bad aus Zementierungslésung gelegt. Die derart zementierten Faserstrange waren
zwar sichtbar mit einer Kristallschicht tiberzogen, konnten aber sehr leicht geknickt werden. Zur Stabilisierung
der Kristalle und zur besseren Fixierung der Bakterien wurde die Bakteriensuspension mit dem Biopolymer
Alginat versetzt und die Fasern wurden vor der Beschichtung aufgefachert und anschliefend wieder zu einem
Strang zusammengefiihrt. Die zementierten Faserstdbe, die sowohl aufgefachert als auch die mit der
Bakterien-Alginat-Suspension beschichtet wurden, wiesen eine merklich erhéhte Stabilitat auf.

Abbildung 54
Biomineralisierte Basaltfaserstabe
links: ganze Stébe, rechts: Einzelfaser im Lichtmikroskop

10 micron

Quelle: ILEK
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Die auf diese Weise hergestellten Stabe wurden in einem Auszugversuch mit Stdben mit Kunstharzmatrix und
einem Faserstrang ohne Matrix verglichen (Abbildung 55). Hierzu wurden die Stdbe und der Faserstrang an
beiden Enden in Betonzylinder eingegossen. AnschlieBend wurde mit einer Universalpriifmaschine (Alluris
FMT-220 mit FMI-S50) die bendtigte Kraft bestimmt, um die Stdbe bzw. den Faserstrang aus der
Betonverankerung zu ziehen oder einen Bruch auf der freien Stabldnge herbeizufiihren. Der Faserstrang ohne
Matrix versagte bei einer Kraft von 328 N, die biozementierten Stabe bei durchschnittlich 569 N und die Stabe
mit Kunstharzmatrix bei durchschnittlich 961 N. Dieser grundlegende Versuch zeigt, dass die Biozementierung
den Verbund der Einzelfasern positiv beeinflusst, aber noch nicht die Verbundstérke einer Kunstharzmatrix

erreicht.

Abbildung 55
Auszugversuch mit Basaltfaserstaben

(ohne Matrix (1), Kunstharzmartix (2, 3) biomineralisiert (4-9))
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6. Langfristige Aufbewahrung des UACP

Die enzymatischen Aktivitdten von Bakterien-Proteinen oder -Zellpraparationen verandern sich (in der Regel
nehmen diese ab) in Abhdngigkeit der Lagerungstemperatur und Lagerungsdauer. Bei dem UACP handelt es
sich um eine gefriergetrocknete Praparation der S. pasteurii Zellen. Eine gdngige Methode in der biologischen
Forschung, um solchen Aktivitatsverluste zu minimieren, stellt die Lagerung der Proben bei -20 °C dar. In
manchen Fallen (insbesondere im zellbiologischen Umfeld) ist es erforderlich die biologischen Proben sogar
bei <-70 °C aufzubewahren.

In der bisherigen Praxis wurde das UACP nach der Herstellung portioniert, luftdicht verpackt und bei - 20 °C
aufbewahrt. Die Lagerung bei niedrigen Temperaturen stellt fiir kleinere Mengen von UACP kein Problem dar,
kann aber die Handhabung von groBen Mengen, wie sie fiir praxisnahe Probekorper, fiir Produktionsverfahren
im DemonstrationsmalBstab oder fiir den Einsatz in additiven Zementierungsverfahren gebraucht werden,
deutlich erschweren. Daher wurden im Rahmen der durchgefiihrten Arbeiten die Einflisse unterschiedlicher
Lagerungstemperaturen und Lagerungsarten auf die Urease-Aktivitdt und die Morphologie des UACP Uber
einen Zeitraum von mehreren Monaten untersucht. Hierbei wurden die gelagerten UACP-Proben wiederholt
fir Zementierungsversuche eingesetzt, um zu untersuchen, wie sich die Veranderungen der Urease-Aktivitat
im Verlauf der Lagerung auf die resultierende Druckfestigkeit der Probekorper auswirkt.

Fir die Untersuchungen, wie die Aufbewahrungstemperatur und die Aufbewahrungsart die Urease-Aktivitat
von UACP beeinflussen, wurde das UACP wie in Teil 2.1 beschrieben hergestellt. Nach der Gefriertrocknung
wurden ein Teil des Pulvers portioniert, vakuumverpackt und bei Raumtemperatur, bei 4 °C oder bei -20 °C
aufbewahrt. Diese Proben wurden zusdtzlich in zwei Kategorien unterteilt. Hierbei wurde ein Teil der
eingeschweilten Proben nur einmal an dem jeweiligen Untersuchungszeitpunkt gedffnet und untersucht. Ein
anderer Teil wurde zu jedem einzelnen Messzeitpunkt des Untersuchungszeitraumes ged&ffnet, beprobt,
erneut verschlossen und fiir die nachste Messung wiederverwendet. Das mehrfache Offnen der UACP-Proben
sollte hierbei die typischen Lagerbedingungen von Bulkchemikalien simulieren.

Ein weiterer Teil des Pulvers wurde verwendet, um die Auswirkung der Luftfeuchtigkeit auf die Urease-Aktivitat
von UACP zu untersuchen. Hierfiir wurde das Pulvers in zwei Aufbewahrungsgefal3e fiir Laborchemikalien
Uberfihrt. Ein Gefall mit UACP wurde verschlossen (Kontrolle) und das zweite unverschlossen stehen gelassen.
Beide Gefdl3e wurden in einen geschlossenen Exsikkator platziert, in welchem die Luftfeuchtigkeit mit Hilfe
einer gesattigten NaCl-Lésung bei 75 % eingestellt wurde [66]. Die Aufbewahrung in dem Exsikkator erfolgte
bei Raumtemperatur.

Nach unterschiedlichen Lagerungszeiten wurden die Urease-Aktivitaten aller Proben untersucht. Die
Aufbewahrung der Proben bei Raumtemperatur und 4 °C zeigte einen starken Einfluss auf die Aktivitdt des
UACP. Bei der Lagerung der Proben bei Raumtemperatur fiir 28 Tage sank diese auf unter 30 % der
Ausgangsaktivitat und auf etwa 40 % bei Aufbewahrung bei 4 °C. Nach 93 Tagen konnten in beiden Fallen nur
noch geringe Restaktivitdten nachgewiesen werden. Bei der Lagerung der UACP-Proben bei -20 °C nahm die
Urease-Aktivitdt innerhalb von 21 Tagen zundchst ab und blieb ber die restliche Versuchsdauer anndhernd
konstant bei etwa der Hélfte der anfanglichen Urease-Aktivitat. Die Aufbewahrung von UACP in dem offenen
Gefal’ in dem Exsikkator fiihrte zu einer rapiden Abnahme der Urease-Aktivitdt innerhalb von 21 Tagen. Die
Verdanderung der Aktivitat des UACP in dem geschlossenen Gefal3 im Exsikkator zeigte einen ahnlichen Verlauf
zu der Probe, welche luftdicht bei Raumtemperatur gelagert wurde (Abbildung 56).

Auf Grundlage der Ergebnisse konnen Empfehlung fir die Aufbewahrung von UACP abgeleitet werden. Eine
Lagerung von UACP bei Raumtemperatur und 4 °C erscheint nur fiir kurze Zeitraume von bis zu 14 Tagen
sinnvoll. Dabei sollten die Proben allerdings luftdicht verpackt sein. Wie die Versuche zur offenen Lagerung im
Exsikkator zeigen, bewirkt die standige Exposition von UACP in einer feuchten Atmosphére eine rapide
Abnahme der Urease-Aktivitat. Eine Aufbewahrung von langer als 28 Tagen ohne starke Aktivitats-Verluste
kann nach dem derzeitigen Kenntnisstand nur bei einer luftdichten Aufbewahrung bei Temperaturen unter
-20 °C gewahrleistet werden.



Biobeton

73

Die mehrfach gedffneten und die im Exsikkator offen gelagerten UACP-Proben wurden fiir die Herstellung von
zylindrischen Probekdrpern (20 mm x 20 mm) verwendet. Die Zementierung erfolgte durch Perkolation unter
Druck (s. Kapitel 4.2) bei 0,1 bar Uberdruck und einem Massenanteil von UACP von 1 %. Nach der
Zementierung und dem Ausharten der Probekorper wurden diese zunachst einer Druckfestigkeitsprifung
gemal der Norm DIN EN 1926:2006 unterzogen [41] und anschlieBend der Carbonatgehalt der Probekorper

bestimmt.

Abbildung 56
Veranderung der Urease-Aktivitdt von UACP in Abhdngigkeit von der Lagerungstemperatur und der Aufbewahrungsart
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Abbildung 57
Veranderung der Druckfestigkeit der zementierten Probekérper in Abhédngigkeit von der Lagerungstemperatur und der
Aufbewahrungsart des UACP
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Eine Korrelation zwischen der Urease-Aktivitdat der UACP-Proben und der resultierenden Druckfestigkeit der
Probekorper kann mit den derzeit vorliegenden Daten nicht eindeutig abgeleitet werden. Hierbei fiel auf, dass
dhnliche Druckfestigkeitswerte mit UACP-Proben erzielt wurden, welche deutlich unterschiedliche Urease-
Aktivitaten aufwiesen (Abbildung 58 A). Der Zusammenhang zwischen dem Calciumcarbonat-Gehalt und der
Druckfestigkeit der Probekorper ist von positiver Natur: Hohere Carbonatanteile fiihrten zu hoheren
Druckfestigkeiten (Abbildung 58 B). Ahnliche Beobachtungen wurden bereits in der Literatur beschrieben
[63,67,68].
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Abbildung 58

Vergleich der Druckfestigkeit der zementierten Probekorper

Die Probekorper wurden auf die Druckfestigkeit gemafl Norm DIN EN 1926:2006 [41] (A) und den Carbonatanteil (B) untersucht. Die
Bestimmung des Carbonatgehaltes erfolgte durch die Quantifizierung von saurevermittelter Freisetzung von Kohlendioxid aus den
Probekorper
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Die Analyse der gelagerten UACP-Proben mittels qualitativer Rontgendiffraktometrie ergab, dass tber den
Versuchszeitraum keine signifikanten Verdanderungen in der Zusammensetzung der Proben stattfanden.
Sowohl luftdicht verpackte als auch im Exsikkator offen (s. oben) gelagerte Proben wiesen zum Ende des
Versuches hohe Anteile an Vaterit und Calcit auf, wie dies bereits zu Beginn des Lagerungsversuches der Fall
war. Bei der Aufbewahrung von durch bakterielle Aktivitdten prazipitierten Calciumcarbonat-Kristallen (fir bis
zu zwei Jahre) wurden bereits friiher ahnliche Beobachtungen gemacht [37,41].

7. Optimierung der Bakterienanzucht

Es wurde bereits in Teil 2 berichtet, dass praktisch in der gesamten verfligbaren wissenschaftlichen Literatur
zur MICP die Urease-aktiven Mikroorganismen in Komplexmedien unter Zugabe von Harnstoff kultiviert
wurden. Die verwendeten Komplexmedien bestanden hierbei im Allgemeinen aus Hefeextrakten, Caseinen
und/oder Fleischextrakten bzw. partiell verdauten Fleischextrakten (Peptonen, Tryptonen). Dieser Typ von
Komplexmedien wird in der Bakteriologie i.A. eingesetzt, wenn die Nahrstoffanspriiche der kultivierten
Mikroorganismen nicht bekannt sind. Mit Hilfe von Komplexmedien kénnen zwar eine Vielzahl an
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Mikroorganismen kultiviert werden, die genaue Zusammensetzung dieser Medien ist allerdings nicht definiert
(da sie letztlich aus biologischem Material gewonnen werden). AuBerdem sind Komplexmedien im Einkauf
meist relativ teuer. Bei dem standardmaflig verwendeten Kultivierungsmedium (DSM220x2, Kap. 1.1.1) mit
einem Preis von 5,13 €/L (Stand: Oktober 2022) machen die komplexen Bestandteile mehr als 95% der
Materialkosten aus.

In der naturwissenschaftlichen Mikrobiologie wird daher vielfach angestrebt, die exakten Nahrstoff-Anspriiche
der untersuchten Mikroorganismen aufzuklaren, um diese anschlieBend in definierten Minimalmedien zu
kultivieren. Diese Vorgehensweise hat einerseits den Vorteil, dass wirklich reproduzierbar mit Medien der exakt
gleichen Zusammensetzung gearbeitet werden kann und bietet auBerdem die Mdglichkeit, die Kosten fiir die
Anzucht der Bakterien zu senken.

Im Rahmen einer Literatur-Recherche wurde nur eine einzige Verdffentlichung gefunden, in der tber eine
Kultivierung von S. pasteurii in einem definierten Minimalmedium berichtet worden war [69]. In dieser Arbeit
wurde erwdhnt, dass S. pasteurii in einem sogenannten Spizizen-Medium kultiviert werden konnte. Dieses
Medium enthalt neben Glucose als Kohlenstoffquelle praktisch alle bekannten Vitamine und proteinogenen
Aminosauren.

In eigenen experimentellen Untersuchungen konnte zunachst der Befund von Kuhlmann & Bremer [69]
bestatigt werden. Anschlieend wurde durch systematische Reduktion einzelner Vitamine und Aminosduren
die von S. pasteurii bendtigten Aminosauren und Vitamine identifiziert. Hierdurch konnte ein Minimalmedium
definiert werden, welches bei Zugabe der Aminosauren Cystein, Methionin und Leucin sowie der Vitamine
Cobalamin, Nicotinsaure, Pantothensdure, Pyridoxin und Thiamin ein Wachstum von S. pasteurii mit Glucose
und Harnstoff erlaubt. Die gleichen Nahrstoff-Anspriiche (allerdings unter Verwendung abweichender
Konzentrationen) wurden kiirzlich auch von einer anderen Arbeitsgruppe beschrieben (Lapierre et al., 2020
[18]).

In der zuvor aufgefiihrten Veroffentlichung von Lapierre et al. (2020) wurde die hochste Zellausbeute von
S. pasteurii erreicht, wenn ein Komplexmedium verwendet wurde, das zusdtzlich mit den limitierenden
Aminosauren und Vitaminen supplementiert wurde. Im Rahmen unserer Arbeiten haben wir daher das
Wachstum von S. pasteurii und die Urease-Bildung beim Wachstum mit einem ,konventionellen”
Komplexmedium mit Harnstoff, dem ,supplementierten” Komplexmedium gemaf3 Lapierre et al. (2020), sowie
dem von uns entwickelten definierten Minimalmedium verglichen. Hierbei zeigte sich, dass der Stamm
tatsachlich auf dem supplementierten Komplexmedium die héchsten optischen Dichten erreichte und dass
(erwartungsgemaB) das Wachstum auf dem definierten Minimalmedium deutlich langsamer verlief. Nach
Wachstum auf dem supplementierten Komplexmedium wurden auch die hochsten Urease-Aktivitaten
(bezogen auf die Biomasse) erreicht. Es zeigte sich hierbei allerdings, dass die Enzymaktivitdten nach dem
Erreichen der stationdren Wachstumsphase wieder schnell abnahmen.

Der Preis des Lapierre-Mediums betrug etwa 2,8 €/L und war somit um ca. 45% geringer als der Preis des
standardmaBig verwendeten Mediums (Stand: Oktober 2022). Jedoch verursacht der Hefeextrakt als
komplexer Bestandteil weiterhin den grof3ten Anteil an den Materialkosten (ca. 60%). Aus diesem Grund
wurden Versuche durchgefiihrt, um den Hefeextrakt durch eine glinstigere Alternative zu ersetzen. Hierzu
wurde Geldger herangezogen. Hierbei handelt es sich um einen Reststoff aus der Bierherstellung, welcher
einen hohen Anteil an Hefezellen besitzt.

Von der Wichtel Hausbrauerei (Boblingen) wurden 2,5 L Gelager zur Verfligung gestellt. Basierend auf der
Arbeit von Tanguler & Erten (2008; [70]) wurde mittels Autolyse aus dem Geldger eine Hefeextraktldsung
hergestellt. Bei der selbst hergestellten Hefeextraktlosung als auch bei einer Losung mit 20 g/L kduflich
erworbenem Hefeextrakt (Konzentration im ,Lapierre-Medium”) wurde die Konzentration an primdren a-
Aminosduren und geléstem Ammonium gemessen. Hierdurch wurde versucht, eine gleiche Menge an
Aminosauren in den Kultivierungsmedien zu erzielen und somit eine Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen
Medien zu gewahrleisten. Mit dem standardmafig verwendeten Medium, dem ,Lapierre-Medium” und dem
,Lapierre-Medium”, dessen 20 g/L Hefeextrakt durch die selbst hergestellte Hefeextraktldsung ersetzt wurde,
wurden dann Wachstumsversuche durchgefiihrt (Abbildung 59).



Das anfangs geringere Wachstum von S. pasteurii im Lapierre-Medium mit selbst hergestellter
Hefeextraktldsung hdngt vermutlich mit antimikrobiellen Verbindungen aus dem Hopfen zusammen. Von
diesen Verbindungen wie Phenole und Phenone ist eine wachstumshemmende Wirkung auf grampositive
Bakterien wie Bacillus subtilis oder Bacillus cereus bekannt (Schmalreck et al. 1975 [71], Gutiérrez-Larrainzar et
al. 2012 [72], Cetin-Karaca et al. 2015 [73], Pérez-Bibbins et al. 2015 [74]). Diese sind wahrscheinlich Gber den
Brauprozess in das Geldger gelangt und konnten nicht ausreichend durch die durchgefiihrten Waschschritte
entfernt werden. Jedoch wurden im Lapierre-Medium und dem modifizierten Lapierre-Medium zum Ende der
Kultivierung dhnliche Zelldichten gemessen, die ungefdhr doppelt so hoch wie im standardmaBig
verwendeten Medium waren. Ein Grund hierfiir kdnnte eine Nahrstofflimitation in dem Standardmedium sein.
Die hohere Ureaseaktivitat im Lapierre-Medium kdnnte mit dem besseren Wachstum der Bakterien in diesem
Medium zusammenhangen. Jedoch ware dann bei der Verwendung des modifizierten Lapierre-Mediums zum
Ende der Kultivierung eine dhnliche Ureaseaktivitat zu erwarten gewesen, da hier eine dhnliche Zelldichte
erreicht wurde. Eine Moglichkeit flir die Aktivitats-Abnahme ware der durch den Harnstoffabbau angestiegene
pH-Wert wahrend der Kultivierung. Es wurde bereits beobachtet, dass es bei einer kiinstlichen, abrupten
Erhéhung des pH-Werts wahrend der Kultivierung von S. pasteurii zu einer Stagnation der Ureaseaktivitat kam
(Whiffin, 2004 [9]). Da das Wachstum im modifizierten Lapierre-Medium verzogert und damit bei hoheren pH-
Werten stattfand, konnte dies zu einer Inhibierung der Ureasesynthese gefiihrt haben.
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Abbildung 59
Untersuchung des Wachstums (OD600) und der Urease-Bildung von S. pasteurii auf verschiedenen Medien (A: standardmafig
verwendetes Medium; B: Lapierre-Medium; C: Lapierre-Medium mit selbst hergestellter Hefeextraktldsung)
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Hierdurch wurde gezeigt, dass durch den Ersatz des Hefeextrakts im ,Lapierre-Medium” durch eine aus
Gelager hergestellte Hefeextraktlosung dhnliche Zellausbeuten erreicht werden kdnnen. Diese sind sowohl
beim Lapierre-Medium als auch beim modifizierten ,Lapierre-Medium” ungefdhr doppelt so hoch als beim
standardmaBig verwendeten Medium. Jedoch war die Urease-Bildung in dem modifzierten ,Lapierre-
Medium” gegeniiber dem ,Lapierre-Medium” verringert. Im standardmafig verwendeten Medium als auch im
JLapierre-Medium” war die Ureaseaktivitdt nach 25 h Kultivierung doppelt bzw. dreifach héher als im
modifizierten ,Lapierre-Medium”.

Somit ist es prinzipiell moglich, den kommerziell erhéltlichen Hefeextrakt durch eine Praparation aus einem
Reststoff zu ersetzen. Falls eine hohere Ureaseaktivitdt benotigt wird, miisste ausgehend von diesem Punkt
die Aufarbeitung des Gelagers genauer untersucht und optimiert werden, um den Grund fir die geringere
Urease-Bildung zu identifizieren. Eine etwas geringere Urease-Bildung kénnte jedoch von Vorteil sein, da dies
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zu einem langsameren Kristallwachstum und zur Bildung stabilerer Kristalle fiihren kdnnte. Hierzu sind jedoch
noch weitere Untersuchungen notwendig. Sollte eine hohe Zellausbeute mit einer etwas geringeren Urease-
Bildung geniigen, kdnnte diese Strategie ausreichen, um den teuersten Bestandteil des Kultivierungsmediums
durch einen Reststoff aus einem anderen Bereich zu ersetzen. Die Verwendung von Molkeproteinen (als
Reststoff aus der Kaseproduktion) fiir die Kultivierung von S. pasteurii ist ebenfalls méglich. Jedoch misste fiir
einen abschlieBenden dkonomischen Vergleich insbesondere die zu erwartenden Personalkosten bei der
Herstellung der Hefeextraktlosung aus dem Geldger mitbetrachtet werden.

Durch den Ersatz des Hefeextrakts wiirden die Materialkosten des Lapierre-Mediums mehr als halbiert werden
(Bestandteile des Lapierre-Mediums ohne Hefeextrakt ca. 1,10 €/L; Stand: Oktober 2022). Dies ist deutlich
geringer als die Kosten des Komplexmediums (5,13 €/L), das von DSMZ zur Anzucht von S. pasteurii empfohlen
wird. Zu den Personalkosten kann zu derzeitigem Stand keine Aussage getroffen werden.



8. Additive Fertigung mittels Biomineralisierung

Druckbasierte = Herstellungsverfahren sind insbesondere fiir massive Bauteile mit hohen
Festigkeitsanforderungen und Stiickzahlen geeignet. Fiir die Produktion individueller Bauteilgeometrien sind
sie jedoch nur begrenzt anwendbar. Wie in Teil 4.2 beschrieben, ist die Zementierungstiefe und damit die
BauteilgroBe von dem Druck abhadngig, mit dem die Zementierungslésung durch das Bauteil geleitet wird. Ein
anderer Ansatz besteht in der Ausbildung von nicht-zementierbaren Kandlen, die fiir den Transport der
Zementierungslosung ins Bauteilinnere dienen. In Arbeiten von Wei et al. [75] wurden fiir die Ausbildung
solcher Kandle durchldssige Einlegeteile verwendet. Um eine hohere Flexibilitdit der mdoglichen
Bauteilgeometrien zu erreichen, wurde im aktuellen Forschungsprojekt die additive Fertigung von Biobeton
untersucht, in der lose Gesteinskdrnung die Rolle der Kanéle tibernimmt und gleichzeitig als Stitzstruktur
dient. Zwar ist die Eindringtiefe der lonen durch Diffusion und somit die Starke der zementierten
Bauteilbereiche gering (1-3 cm), jedoch kann die notwendige Tragféhigkeit durch eine gezielte
Materialverteilung infolge einer topologischen Bauteiloptimierung gewahrleistet werden [76].

Im Gegensatz zur Perkolation und den druckbasierten Herstellungsverfahren wird beim 3D-Druck statt UACP
eine fliissige Bakteriensuspension verwendet. Der Herstellungsablauf (Abbildung 60) folgt dem Prinzip des
Pulverbettdrucks. Ein Gemisch aus Gesteinskérnung wird schichtweise auf das Druckbett aufgetragen und die
Bakteriensuspension wird entsprechend der zukiinftigen Bauteilgeometrie aufgetropft. Nachdem eine Schicht
vollstandig mit der Bakteriensuspension behandelt wurde, wird das Druckbett um eine Schichthéhe
abgesenkt und der gesamte Vorgang wird wiederholt. Nachdem alle Schichten auf diese Weise gedruckt
wurden, wird das ganze Bauteilvolumen Uiber 3 bis 5 Tage mit der Zementierungslosung geflutet.

Abbildung 60
Prozessablauf, 3D-Druck mittels Biomineralisierung - Schematische Darstellung

1. Auftrag der Gesteinskdrnung 2. Auftrag der Bakteriensuspension 3. Absenkung des Druckbetts

—_— p—
N 4

/ /,,‘/1

4. Druckvorgang abgeschlossen 5. Fluten und Zementierung (3-5 Tage) 6. Entnahme der gedruckten Struktur

— o

Quelle: ILEK

Im Projekt wurde eine prototypische 3D-Druck-Anlage aufgebaut. Als Basis wurde ein kommerziell erhéltlicher
FFF (Fused Filament Fabrication) 3D-Drucker (Ender 5 Plus) mit modifiziertem Druckkopf und Druckbett
verwendet. Als Druckkopf wurde eine, an eine Peristaltikpumpe angeschlossene, Pipettenspitze verwendet,
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als Druckbett wurde eine wasserdichte Kammer mit absenkbarem Boden konstruiert. Erste Parameterstudien
wurden in einer zylindrischen Kammer mit einem von Druckvolumen von D= 110 mm und H = 100 mm
durchgefiihrt (Abbildung 61, links), anschlieBend wurde die Anlage auf ein Volumen von 360 x 370 x 330 mm?
vergroBert (Abbildung 61, rechts).

Abbildung 61
Prototypische 3D-Druck-Anlage

Quelle: ILEK

Steuerung

Der 3D-Drucker wurde Uber die Open-Source-Firmware Marlin gesteuert. Die zu druckenden Pfade wurden in
der 3D-Modellierungssoftware Rhinoceros 3D erstellt. Uber ein eigens erstelltes C#-Skript fiir das
Grasshopper-Plugin in Rhino wurden aus den Pfaden eine G-Code-Datei generiert (Abbildung 62). In dieser
Datei wird neben den Koordinaten der Pfade auch die Fahrgeschwindigkeit des Druckkopfs und der
Volumenstrom der Peristaltikpumpe hinterlegt Da die Verdichtung der Schichten wahrend des
Druckvorgangs mit der prototypischen Druckanlage manuell erfolgte, wurde auf3erdem die Pausenzeit
zwischen den Schichten als Parameter definiert.

Abbildung 62
Parametrisierung und Pfaderzeugung im Rhinoceros 3D-Plugin Grasshopper

[ |

Quelle: ILEK
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Druck- und Zementierungsvorgang

Der Herstellungsprozess mit dem prototypischen Biobeton-3D-Drucker ist in der Abbildung 63 dargestellt. Fir
den Druck wurde Gesteinskdrnung der Mischung 1 (s. Kapitel 2.1) verwendet, die zusatzlich mit
Zementierungslosung befeuchtet wurde, um die Fixierung der Bakterien nach dem Auftrag zu gewahrleisten.
Der Auftrag erfolgte in separaten Schichten, die mit einem Kolbenvibrator (Frequenz = 98 Hz) verdichtet
wurden. Die verwendete Bakteriensuspension hatte eine optische Dichte (ODsoo) zwischen 12 und 15, welche
nach aktuellem Kenntnisstand keine relevanten Auswirkungen auf das Druckergebnis hatte. Jedoch kénnte
eine gezielte Steuerung der optischen Dichte und deren Auswirkungen in Zukunft erneut im Detail untersucht
werden. Nachdem alle Schichten aufgetragen wurden, wurde die Sandmischung vier Tage lang mit der
Zementierungslosung (0,75 M Harnstoff und Calciumchlorid) alle vier Stunden geflutet (Abbildung 64).
Danach wurde der nicht zementierte Sand entfernt und die zementierten Strukturen entnommen.

Die Verdichtung der Schichten erfolgt im aktuellen Prozess noch durch manuelle Schritte (Abbildung 63 c) mit
Hilfe eines vorhandenen Kolbenvibrators. Hierbei werden insbesondere Automatisierungspotentiale fiir
weitere Forschungsvorhaben deutlich. Eine Prozessregelung auf eine vordefinierte, reproduzierbare
Verdichtungskraft wiirde einen Mehrwert zur Prozessstabilitdt beitragen und die Integritat der gedruckten
Bauteile garantieren. Zuséatzlich miissen weitere Untersuchungen zum Einfluss der Verdichtungsfrequenz auf
die erreichte Festigkeit durchgefiihrt werden. Die anschlieBende mehrtdagige Zementierung lauft bereits
vollautomatisch ab und kann parallel zu weiteren Drucken erfolgen, sodass die Produktivitdt des 3D-Druckers
nicht beeintrachtigt wird.

Abbildung 63

Druckvorgang mit prototypischer 3D-Druck-Anlage

Absenkung der Druckplattform (a), Sandauftrag (b), Verdichten (c,d), Auftrag einer Bakteriensuspension mit der Dise (e), Fluten mit der
Zementierungslésung (d)

a

Quelle: ILEK
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Abbildung 64
Fluten der gedruckten Struktur mit Zementierungslésung

VAVAVAVAVAY
AVAVAVAVAY/

Quelle: ILEK

Parameterstudien

Die Herstellung von biozementierten Strukturen mit klar definierten Grenzen erfordert eine prazise Einstellung
der folgenden Parameter:

- Konzentration der Zementierungsldsung, die zur Befeuchtung der Gesteinsmischung verwendet wird
- Hohe der aufzutragenden Sandschichten

- Volumenstrom der Bakterienlésung

- Durchmesser und Form der Extruder-Diise

- Fahrgeschwindigkeit des Druckkopfs

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Bakterien durch eine nachtragliche Zugabe einer gering konzentrierten
Salzlésung in der Gesteinskdrnung fixiert werden kdnnen [6]. Dabei liegt der Fokus jedoch auf der mdglichst
grof3flachigen Ausbreitung der Bakterien und ihrer anschlieBenden Fixierung. Beim 3D-Druck in diesem
Projekt wurde dagegen der Ansatz verfolgt, die Bakterien direkt nach dem Druckvorgang zu fixieren und eine
Ausbreitung zu verhindern, um prazise zementierte Geometrien zu erzeugen. Hierfiir wurde das Sandgemisch
bereits vor dem Schichtauftrag und dem Aufbringen der Bakteriensuspension mit einer Salzlésung (spater mit
einer verdiinnten Zementierungslosung) befeuchtet. Es wurden eine Parameterstudie mit drei verschiedenen
Konzentrationen durchgefiihrt (Leitungswasser, 0,2 M- und 0,75 M - Calciumchloridldésung, Abbildung 65).

Abbildung 65
Parameterstudien, Variieren der lonenkonzentration im Gesteinsgemisch

Leitungswasser 0,2 M CaCl,-Lésung 0,75 M CaCl,-Losung

Quelle: ILEK
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Die Ergebnisse der Parameterstudie zeigten, dass eine Erhéhung der Konzentration an CaCl, zu einer
geringeren Ausbreitung und damit zu starkerer Ausprdgung der Schichten fiihrt. Waren bei einer
Konzentration von 0 M CaCl, keine Schichten zu unterscheiden, so war bei einer Konzentration von 0,75 M
kaum mehr eine Verbindung zwischen den 4,5 mm hohen Schichten festzustellen. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, dass die Ausbreitung in horizontaler Richtung deutlich starker ausgepragt war als in
vertikaler Richtung. In weiteren Versuchen wurde eine Konzentration von 0,2 M CaCl, gewahlt, da diese eine
klare Abbildung der gewiinschten Geometrie und einen guten Schichtverbund zulieB3.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Schichthohe ermittelt, die einen Verbund zweier Sandschichten bei
moglichst geringer Uberlappung der mit Bakteriensuspension behandelten Bereiche erméglichte. Hierfiir
wurde auf eine Sandschicht eine gefarbte Losung aufgetragen und durch einen Querschnitt die Eindringtiefe
bestimmt. Aus diesen Untersuchungen wurde eine optimale Schichthéhe von 3,75 mm ermittelt. AuBerdem
wurde festgestellt, dass die Schichthéhe und der Abstand zwischen den zementierten Elementen innerhalb
einer geometrischen Struktur mindestens das 1,5-fache der Gro8tkorndurchmessers betragen sollte.

Der Volumenstrom der Bakterienlosung beeinflusste ebenfalls deren Ausbreitung in der Sandmischung, vor
allem in der horizontalen Ebene. In Parameterstudien wurde der Volumenstrom pro Millimeter Fahrweg von
1 bis 5 ml/mm variiert. Fir einen Disendurchmesser von 0,2 mm lag der optimale Volumenstrom bei
0,2 - 0,25 ml/mm, da bei diesem Wert sowohl der Verbund der Schichten als auch die Prézision der gedruckten
Geometrie gewahrleistet wurde.

Ein weiterer Faktor, der die Prazision der zementierten Geometrie beeinflusst, war der zeitliche Abstand
zwischen der Beendigung des Druckvorgangs und der ersten Flutung des Druckvolumens. Bei 30 Minuten
Abstand war die Geometrie weitaus weniger prazise als bei 4 Stunden Abstand, was auf eine bessere Fixierung
der Bakterien Uber den langeren Zeitraum zuriickzufiihren ist.

Abbildung 66 zeigt zwei weitere Testdrucke komplexerer Geometrie. Fiir beide Drucke wurde eine
lonenkonzentration von 0,2 M verwendet, welche sich als guter Kompromiss zwischen Schichtverbund und
Konturtreue im Vergleich zur Sollgeometrie (CAD-Modell) herausgestellt hat (Abbildung 65). Als weiterer
Druckparameter wurde eine gewiinschte Auflésung von ca. 1 cm in der Bahnplanung gewahlt. Dadurch ergibt
sich eine Schichthohe bzw. Eindringtiefe der Bakterienlésung in das Pulverbett von 3,75 mm. Zusatzlich zur
Eindringtiefe ergibt sich auch eine Ausbreitung der L6sung in der Ebene. Hierbei hat sich herausgestellt, dass
ein Disendurchmesser von 0,2 mm eine ausreichende Prazision bietet. Analog ergibt sich aus der
Bahnplanung bei der gewahlten Spurbreite und resultierenden Schichthdhe ein entsprechend notwendiges
auszutragendes Bakterienldsungsvolumen. Mit der gewadhlten Druckgeschwindigkeit wird daraus
anschlieBend ein anzusteuernder Volumenstrom bzw. eine Feedrate. Nach dem Druck beginnt die
Zementierungsphase durch Flutung des Pulverbettes mit der Zementierungslosung. Hierbei ist eine
Mindestwartezeit nach dem Druck von 4 Stunden und eine Maximalzeit von 24 Stunden einzuhalten.
Wartezeiten innerhalb dieses Fensters liefen dhnlich gute Resultate, wie im Vergleich zwischen den Strukturen
in der Abbildung 66 a und b zu erkennen ist. Fiir eine optimale Zeitnutzung wird zukiinftig 4 Stunden vor dem
1. Zyklus gewartet. Die Anzahl der Flutungszyklen ergibt sich durch die Gesamtzementierungszeit von 3 Tagen
und die Zykluszeit von 4 Stunden. Entsprechend den uiblichen Arbeitszeiten und dem Druckstart resultiert eine
Varianz der Zyklusanzahl zwischen 17-20, welche jedoch keinen nennenswerten Unterschied auf das
Endresultat hat.
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Abbildung 66
Parameterstudien, gedruckte Geometrien

Inenkonzentration in Gesteinskérnung: 0,2 M lonenkonzentration in Gesteinskérnung: 0,2 M
Schichthéhe: 3,75 mm Schichthéhe: 3,75 mm
Volumenstrom: 0,25 ml/mm Volumenstrom: 0,25 ml/mm
Disendurchmesser: 0,2 mm Disendurchmesser: 0,1 mm
Feedrate: 500 mm3/mm Feedrate: 500 mm3/m
Wartezeit vor dem 1 Zyklus: 4 Stunden Wartezeit vor dem 1 Zyklus: 15 Stunden
Anzahl der Flutungszyklen: 20 Anzahl der Flutungszyklen: 17

Quelle: ILEK
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9. Biobetonherstellung ohne externe Zufuhr einer Zementierungslosung

Bei der Herstellung von Biobeton wird bereits beim Mischen Zementierungsldsung hinzugegeben. In diesem
Teil des Projekts wurde untersucht, ob die Mischung so optimiert werden kann, dass diese anfangliche Menge
an Zementierungslosung fiir das Erreichen hoher Festigkeiten ausreicht, damit keine externe Zufuhr mehr
bendtigt wird.

Die maximale Menge an potentiell ausfallbarem CaCO;s ist abhdngig von der Konzentration und der Menge
der Zementierungslosung in der Biobetonmischung. Bei Raumtemperatur betragt die Loslichkeit von
Harnstoff 1.200 g/L und von CaCl, in Form von CaCl; - 2 H,0 1.300 g/L (entsprechend ca. 20 M und 8,8 M). Die
Loslichkeitsgrenze einer dquimolaren Harnstoff-Calciumchlorid-Losung liegt schatzungsweise bei ca. 5 M.

Bei der Herstellung ohne externe Zufuhr einer Zementierungsldsung sollte eine moglichst dichte
Gesteinsmischung verwendet werden (im aktuellen Projekt Mischung 2 (s. Kapitel 3). Die Abbildung 67 dient
zur Veranschaulichung des Konzeptes der Konzentrationserhdhung der Zementierungsldsung im
Porenvolumen der Mischung 2. Bei mehreren Zufuhrzyklen verkleinert sich das Porenvolumen und somit die
Menge der Zementierungslosung fiir die Kristallbildung mit jedem Zyklus. So wird das maximal mogliche
Volumen des gebildeten Calciumcarbonates bei gleichbleibender Konzentration der Zementierungsldsung
mit jedem Zyklus geringer.

Abbildung 67
Konzentrationserh6hung in der Zufuhrlésung bei der Mischung 2

Sandfraktionen

in der Mischung 2, [mm]

Mischung 2 10x Zufuhrzyklen 1x Zufuhrzyklus
1,020 071,25 nach der Verdichtung 0,75M 5M
m0,3-0,8 0,2-0,6 Volumen aus der
' ' Summe der
0,1-0,4 0,063-0,25 10 Zufuhrzyklen

m Kalkmehl m UACP
Zem.Losung = Luft '
O das maximale Volumen

des gebildeten

Calciumcarbonates

Quelle: ILEK

Wie in Teil 4.1 gezeigt, wird die Festigkeit des Biobetons durch eine zu hohe Konzentration der
Zementierungsldosung beeintrachtigt. Mogliche Griinde fiir die geringe Zementierungsqualitdt sind die
Verringerung der Bakterienaktivitat und die Verdanderung der Kinetik der Kristallbildung. Betrachtenswert ware
in diesem Zusammenhang die Verwendung von Bakterienstdammen, die eine hohere Effizienz der
Kristallbildung bei hohen Konzentrationen geloster Stoffe aufweisen [46].

Ein Zementierungsversuch mit der Variation an UACP und der Konzentration der Zementierungslosung ist auf
der Abbildung 68 dargestellt.

Ein moglicher Ansatz fiir die Biomineralisierung ohne externe Zufuhr von Zementierungslosung ist die
Verwendung von Zusatzstoffen, die als lonentrager agieren kénnen. Sie sollen grof3e lonenmenge speichern
und langsam an die Zementierungslésung abgeben kénnen, so dass die lonenkonzentration der Losung zu
jedem Zeitpunkt einen bestimmten Grenzwert nicht tibersteigt. Im Projekt wurde bereits die Substitution des
Kalkmehls in der Mischung 2 mit calciumhaltigen, bzw. mit Calcium-lonen geladenen Tonen mit hoher
Kationenaustauschkapazitat (KAK) untersucht (Abbildung 69). Die auf dieser Weise hergestellten Proben
wiesen eine verbesserte Formstabilitdt auf. Untersuchenswert sind in diesem Zusammenhang auch die
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Superabsorber (engl. superabsorbent Polymers, SAP), die den gel6sten Harnstoff aufnehmen und abgeben

kénnen.
Bisher konnte das Konzept der Zementierung ohne externe Zufuhr nicht realisiert werden, da die Festigkeit
aller dargestellten Proben sehr gering war (alle Proben konnten per Hand zerkleinert werden).

Abbildung 68
Mischung 2, Biomineralisierung ohne externe Zufuhr

Massenanteil Konzentration der Zementierungslésung
des UACP

0,75M ™ 1,25M 1.5M

1,0 %

25%

5%

Quelle: ILEK

Abbildung 69
Mischung 2, Biomineralisierung ohne externe Zufuhr
Substitution von Kalkmehl mit calciumhaltigen / Calcium-lonen geladenen Tonen

Quelle: ILEK
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Bewertung/Diskussion/Zielerreichung

Im Projekt wurden vielfdltige Aspekte der Biobetonherstellung betrachtet. Die gewonnenen Erkentnisse sind
entsprechend den Projektzielen folgend beschrieben.

1. Mechanische Eigenschaften, Verfahrensprinzipien, Bewehrungsintegration

Im Projekt wurden mehrere Verfahrensprinzipien der Biobetonherstellung betrachtet (Teil 4 und 8).
Nach aktuellem Forschungsstand kann zur Erreichung hoher Festigkeitswerte nicht auf eine
mehrfache Zufuhr der Zementierungslosung verzichtet werden. Die Zementierungstiefe der
herstellbaren Bauteile ist prozessbedingt begrenzt. Im Projekt wurden homogen zementiert
Probekorper mit eine Zementierungstiefe von 135 mm und eine Druckfestigkeit von tiber 46,5 MPa
hergestellt (Teil 4.2). Die in diesem Projekt erreichten hohen Druckfestigkeitswerte in Kombination
mit einer tiefen Zementierung sind das Ergebnis der entwickelten Methodenkombination mit
folgenden Bestandteilen:

- Verwendung von UACP anstatt reinen Zellen zur besseren Fixierung der Bakterien im
Gesteinsgefiige (Teil 2)

- Optimierung der Packungsdichte der Gesteinsmischung (Teil 2.1)

- Zufuhr durch externe Druckkrafte in einem automatisierten Verfahren (Teil 4.2)

- prazise Einstellung der Zementierungsparameter (Teil 4.2)

AuBerdem wurden Bewehrungskonzepte fiir Bauteile aus Biobeton vorgestellt und erste Versuche
durchgefiihrt (Teil 5). Die Anwendung von vorgespannter Basaltfaserbewehrung ist ein
vielversprechender Ansatz fiir die Herstellung von Bauteilen aus Biobeton.

Im Projekt wurde exemplarisch gezeigt, dass der MICP-Prozess in einem 3D-Druck-Verfahren zur
Fertigung von Stukturen mit komplexer Bauteilgeometrie verwendet werden kann. Diese Methode
konnte zur Herstellung individualisierter Bauteilgeometrien weiterentwickelt werden. Ein dhnliches
Verfahren wurde zur gleichen Zeit in einer anderen Studie verodffentlicht [77], in der eine
biomineralisierte Spur mittels additiver Fertigung gedruckt wurde. Im aktuellen Projekt wurden
umfassende Parameterstudien durchgefiihrt, auf deren Basis dreidimensionale biomineralisierte
Strukturen mit prazisen Geometrien hergestellt wurden (Teil 8). Im Vergleich zu der in den Vorarbeiten
vorgestellten Materialextrusion [16] weist das Pulverbettdruckverfahren eine deutlich geringere
Komplexitat fiir die Herstellung pordser Leichtbaustrukturen auf.

2. Vereinfachung des Biobeton-Herstellungsprozesses

Die Biobetonherstellung durch die Zufuhr der Zementierungsldsung unter Druck ist im Vergleich zur
herkémmlichen Betonverarbeitung deutlich aufwandiger, da eine automatisierte Zufuhranlage
benotigt wird. Die Steuerung einer solchen Anlage muss vielseitige Funktionen beinhalten (Zufuhr in
regelmaBigen Abschnitten, Druckregelung, Begrenzung der Durchflussrate, etc.). Andererseits ist die
Herstellungszeit von Bauteilen aus Biobeton deutlich kiirzer (3 -4 Tage bis zur Erreichung der
Endfestigkeit).

Im aktuellen Projekt wurde die Verringerung des Porenvolumens im Laufe der Zementierung in der
Steuerung der prototypischen Anlage nicht berticksichtigt. Die Entwicklung einer Feedback-basierten
Regelung, bei der z.B. die Zufuhrmenge oder lonenkonzentration der Zementierungslésung anhand
aktueller Sensordaten mit fortschreitender Zementierung angepasst werden, kdnnte zu einer
deutlichen Verkiirzung der Herstellungszeiten und einer Kostenreduktion fiihren.
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Neben der Optimierung und Vereinfachung der bereits funktionierenden Herstellungsmethoden liegt
jedoch auch groBes Potential in der Weiterentwicklung des Verfahrensprinzips ,Herstellung ohne
externe Zufuhr” (Teil 9). Durch einen Verzicht auf das mehrfache Durchspiilen mit
Zementierungslosung konnte die Herstellung von Biobeton dhnlich der Herstellung von
zementgebundenem Beton gestaltet werden. Eine Herstellung ohne externe Zufuhr wiirde au3erdem
die Verwendung von Mischungen mit hoherer Packungsdichte durch die Zugabe von Feinanteilen
ermdglichen. Der Industriebeirat sieht dabei die Moglichkeit, bisher ungenutzen Feinsande zu
verwenden. Im aktuellen Projekt wurden erste Untersuchungen durchgefiihrt und Ansatze dargelegt.

Das im Projekt verwendete UACP tragt wesentlich zu der einfachen Verarbeitung des Biobetons bei,
da es langfristig aufbewahrt und nach Bedarf portioniert entnommen werden kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Haltbarkeit des UACP bei verschiedenen Lagerungsbedingungen tber
7,5 Monate untersucht. Erstaunlicherweise bestand kein deutlicher Zusammenhang zwischen der mit
der Zeit sinkenden Urease-Aktivitat und der Druckfestigkeit. Die niedrige Urease-Aktivitat des bei
Raumtemperatur gelagerten UACP gegen Ende des Experiments hatte keinen deutlichen Einfluss auf
die Druckfestigkeit der biomineralisierten Proben. Sollte sich diese Beobachtung in weiteren
Untersuchungen bestatigen, kdnnte dies die Lagerung von UACP deutlich erleichtern.

3. Kostenreduktion

Die Materialkosten der Biobetonherstellung (abgesehen von den Zuschldgen) setzen sich aus
Kultivierung der Bakterien, UACP-Herstellung und Zementierung zusammen. Dabei macht es einen
groBBen Unterschied, ob bei der Zementierung hochreine und teure Laborchemikalien oder weniger
reine und glinstigere technische Chemikalien verwendet werden. Die aktuelle Kostenschatzung fiir
1 m3 Biobeton ist auf der Abbildung 70 dargestellt. Da es noch viele Faktoren flr die zukiinftige
Kostenreduktion gibt (s. Punkt 5), ist diese Kalkulation nicht final zu bewerten.

Abbildung 70
Zusammensetzung der Chemikalienkosten der Biobetonherstellung

Laborchemikalien (DSM-Medium) techn. Chemikalien (DSM-Medium)
3975 € pro 1 m3 Biobeton 942 € pro 1 m3 Biobeton
Kultivierung ’ U?CIIID_ Kultivierung
o erstellung %
A% 1% 1o UACP-

Herstellung
1%

Zementierung Zementierung

95% 83%

Quelle: IMB
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Der Zementierungsschritt ist aktuell mit Abstand der gréte Kostenfaktor bei der Biozementierung.
Zugleich gibt es verschiedene zukiinftige Szenarien zur Kosteneinsparung, die noch untersucht und
verglichen werden sollen.

Im aktuellen Projekt wurde die Kultivierung der Bakterien betrachtet, da das Anzuchtmedium einen
festen Bestandteil der Kostenbilanz der Biobetonherstellung darstellt, dessen Grof3e unabhangig vom
Verfahrensprinzip fiir die Zementierung ist. Fir die Kultivierung wird eine deutlich geringere
Chemikalienmenge bendétigt als flir die Zementierung. Allerdings sind die verwendeten
Anzuchtmedien, sogenannte Komplexmedien, sehr teuer, da sie universell fiir eine Vielzahl an
Mikroorganismen eingesetzt werden kdnnen.

Die Kosten des im Projekt optimierten Anzuchtmediums auf der Basis von selbst produziertem
Hefeextrakt sind ca. 5-mal geringer als die Kosten des Komplexmediums DMZ M220.

4. Ganzheitliche Bilanzierung zur CO,-neutralen Herstellung von Biobeton

Im eingereichten Projekantrag wurde eine ganzheitliche Bilanzierung der Herstellung von Biobeton
in Form einer Abschlussarbeit in Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut angestrebt.

Zur Okobilanz des bakteriellen Betons kann allerdings mit Abschluss des Projekts noch keine
endgiltige Aussage getroffen werden, da der Energiebedarf und die CO,-Emissionen von der
Rohstoffversorgung und der Wiederverwertung der Reaktionsnebenprodukte abhangig sind.

In der Studie von lezzi et al. [78] wurde eine dreifache Reduktion des CO,-Aquivalentes von
Ziegelsteinen aus Biobeton im Vergleich zum zementgebundenen Beton geschatzt. Bei Myhr et al.
[79] ist die erwartete Reduktion noch hoher (70 - 83 %). Deng et al. konnten hingegen keine
Einsparung in der CO,-Emmisionen oder Energieaufwand feststellen [8]. Gleichzeitig wurde
angegeben, dass ca. 80,4% der CO,-Emissionen und ca. 96 % des Energieaufwandes von der
Rohstoffversorgung stammen.

Fir die Herstellung des Biobetons kdnnen verschiedene Rohstoffe gewahlt werden.

Als Calciumquelle wird meistens CaCl, verwendet, das in gro3en Mengen bei der Soda-Herstellung im
Solvayverfahren anfallt [80]. Allerdings werden in der Reaktion Chlorid-lonen gebildet, die in
Verbindung mit Ammonium als Abfallprodukt anfallen. Die geringe Verfligbarkeit alternativer
Calciumquellen, wie z.B. Calciumlactat oder Calciumacetat, limitiert deren Einsatz. Eine Mdglichkeit
zur Gewinnung von Calcium-lonen aus Abfallprodukten fiir die Biomineralisierung in groBen Mengen
ist die Auflésung von Kalkstein oder anderen Calcium-haltigen Materialien [81] u.a. aus Steinbriichen
[82]. Dafiir kbnnen auch mikrobielle Prozesse eingesetzt werden [83].

Obgleich Harnstoff zu den glinstigsten Bulkchemikalien gehort, so ist die Produktion von Harnstoff
jedoch mit einem verhaltnismaBig hohen Energieaufwand verbunden. Die grof3technische Synthese
von Harnstoff beruht auf der Verwendung von Erdgas, Luft und Wasser. Hierbei wird zunachst
Ammoniak mit Hilfe des energieintensiven Haber-Bosch-Verfahrens hergestellt und dieser dann
ebenfalls bei hohen Temperaturen und hohen Driicken mit CO, zu Harnstoff umgesetzt.

Alternativ zum industriellen Harnstoff kann Urin aus Abwassern [84] verwendet werden.

Fiir eine energie- und ressourcenschonende Nutzung der Biozementierung erscheint das Recycling
des freigesetzten Ammoniums, vor allem bei der mehrfachen Zufuhr der Zementierungslosung,
essentiell zu sein. Im Rahmen von industriellen Verfahren (z.B. Verbrennungsprozessen, Zement-
Herstellung) konnte das anfallende CO, mit dem durch die Biozementierung gebildeten Ammonium
erneut zu Harnstoff umgewandelt und fiir die Biozementierung genutzt werden. Alternativ ware es
auch denkbar, Ammonium mit CO, zu Ammoniumcarbonat umzusetzen, um den energieintensiveren
Harnstoff bei der Biozementierung teilweise zu substituieren.
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Laut der Fa. Biomason ist die industrielle Herstellung von Biobeton in einem komplett geschlossenem
Kreislauf theoretisch moglich [85]. Dabei muss allerdings der ,versteckte” Chemikalien- und
Energiebedarf z.B. fir die Auflosung von Calciumcarbonat oder Harnstoff-Synthese genauer
untersucht werden.

5. Ubersicht zum Potential der CO,- und Kosten-Einsparung

Hinsichtlich der CO,-Bilanz und Kosten gibt es verschiede Entwicklungsszenarien, die im Einzelfall
untersucht und bewertet werden missen. Der an sich CO,-negative Biomineralisierungsprozess bietet
hierfiir zahlreiche Chancen.

Tabelle 8

Entwicklungsszenarien der Biobetonherstellung und deren CO.-und Kosteneinsparpotentiale

Entwicklungsrichtung

Ausgangsituation

Aktuelles Projekt

Zukinftige

Szenarien

Verwendung von Labor- und
technischen Chemikalien fur
die Anzucht der Bakterien und

den Zementierungsprozess

Verwendung von Abfallstoffen
fuir die Anzucht der Bakterien

(Hefeextrakt aus Gelagern)

Verwendung von Abfallstoffen
fur die Zementierung
(Harnstoff aus Abwasser,
Calciumchlorid als
Abfallprodukt der
Sodaherstellung)

Biobetonherstellung im
komplett geschlossenen
Kreislauf — Verarbeitung der
Abflusslosung und alten
Biobeton-Bauteilen zu neuem

Biobeton

CO2-

Einsparpotential

Variiert stark je nach Herstellungsort

der Rohstoffe, Stromquelle, etc.

Starkes CO»-Einsparspotential, da der
Anteil der CO>-Emmissionen zu dem
Vorganger-Produkt aus der

Herstellungskette gezahlt werden.

Sehr starker CO.-Einsparfaktor, da
die CO2-Emmissionen zu der
Herstellung des Vorganger-Produkts
aus der Herstellungskette gezahlt
werden. Die verbleibenden CO»-
Quellen fiir die Biobetonherstellung
sind die Energie fir die Aufbereitung
der Abfallstoffe und den Transport.
In diesem Szenario wird CO2

dauerhaft im Biobeton gebunden.

Sehr starker CO,-Einsparungsfaktor.
Es wird Energie fiir die chemische
Umwandlung der Stoffe bendtigt,
jedoch bleibt CO,im Kreislaufsystem
und wird nicht ausgestofBen. Vorteil:
Wiederverwendung der endlichen

Ressource Sand/Zuschlage

Kosten und

Kosteneinsparpotential

geschatzt 3975 €/942 €
pro 1 m?Biobeton bei
Verwendung von Labor /

technischen Chemikalien

5-fache Reduktion der
Kosten des
Anzuchtmediums (fester
Kostenanteil, unabhéngig

vom Verfahrensprinzip)

Sehr starker
Kostensenkungsfaktor, da
die Ausgangstoffe nur
aufbereitet und nicht neu
hergestellt werden

miissen

Sehr starker
Kostensenkungsfaktor, da
die Materialkosten
entfallen (nur

Verarbeitungskosten)
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Fazit

Im aktuellen Projekt hergestellte Probekorper aus Biobeton, Bild-Quelle: ILEK

Durch die in diesem Projekt entwickelte Methodenkombination konnte eine fiir das Material Biobeton
aufBerordentliche Druckfestigkeit von iber 46 MPa bei einer Zementierungstiefe von 135 mm erreicht werden.
Mit diesen Eigenschaften wird der Einsatz von Biobeton in tragenden Bauteilen denkbar. Der Biobeton kann
zudem potenziell in Kombination mit vorgespannter (biomineralisierter) Basaltfaserbewehrung eingesetzt
werden. Ein erstrebenswerter Einsatzbereich ware z.B. die Herstellung von vorgefertigten Wandelemente und
Deckenplatten fiir den Hochbau, da hier bislang gro3e Mengen an zementgebundenem Beton verwendet
werden und damit ein hohes CO,-Einsparpotential besteht. Weiteren Forschungsbedarf gibt es dabei
einerseits bei der Anpassung bestehender Herstellungsanlagen und Infrastruktur, um eine schnelle und
wirtschaftliche Herstellung von Biobeton-Fertigteilen zu ermdglichen, andererseits sind weitere
Untersuchungen zur Einbringung und Verankerung von Bewehrung notwendig.

Durch das haltbare, gefriergetrocknete UACP muss nicht vor jedem Zementierungsvorgang eine neue
Kultivierung der Bakterien durchgefiihrt werden. UACP kann mehrere Monate gelagert und nach Bedarf
portioniert entnommen werden. Da erstaunlicherweise die mit der Zeit sinkende Urease-Aktivitat keine
deutliche Auswirkung auf die Festigkeit hat, ist moglicherweise auch die Aufbewahrung bei Raumtemperatur
moglich.

Im Projekt wurde auBerdem die additive Fertigung mittels Biomineralisierung untersucht, die zur Herstellung
porodser Leichtbaustrukturen eingesetzt werden kann. Das Druckverfahren konnte gegeniiber den ersten
Ansatzen deutlich vereinfacht werden.

Hinsichtlich der Materialkosten des Biobetons wurde am Beispiel von Hefeextrakt aus Geldgern gezeigt, dass
Anzuchtmedien aus Abfallen anderer Industrien als Alternative zu teuren Komplexmedien verwendet werden
kénnen.
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Hinsichtlich der CO,-Bilanz und Kosten gibt es verschiede Entwicklungsszenarien, die im Einzelfall untersucht
und bewertet werden miissen. Der an sich CO,-negative Biomineralisierungsprozess bietet hierfur jedoch
zahlreiche Chancen. Im Gegensatz zum Portland-Zement, besteht die Moglichkeit den ,Zement” im Biobeton
aus Abfallprodukten anderer Industrien herzustellen oder die Biobetonherstellung im komplett geschlossenen
Kreislauf durchzufiihren.

Das aktuelle Projekt zeigt die prinzipielle Machbarkeit des Einsatzes von Biobeton fiir die Herstellung
tragender Bauteile und eroffnet Perspektiven fiir eine sehr starke Emissionssenkung in der Bauindustrie.
Zukinftige Entwicklungsschritte fiir das Upscaling dieser Technologie umfassen seitens der Bautechnik die
Integration  groBerer  Gesteinskdrnungen, die  Entwicklung von  Schalungen fiir  hohere
Verdichtungsbelastungen und die Weiterentwicklung von Konzepten zur Bewehrungsintegration. Auf der
Rohstoffebene muss die Reduzierung des Wasser- und Chemikalienverbrauchs durch die Optimierung von
Zementierungsprogrammen untersucht werden, sowie die Entwicklung von Recyclingkonzepten fir die
Abflusslésung und die Verbesserung des CO,-FuBabdruckes durch die ErschlieBung CO,-neutraler
Rohstoffquellen oder durch die Entwicklung geschlossener Materialkreislaufe.
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