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В природных условиях широко распростране-
ны биогеохимические процессы, такие как образо-
вание твердых пород из рыхлых осадков, укрепле-
ние почв, грунтов, песков в результате естествен-
ной биоцементации на основе жизнедеятельности 
микроорганизмов [1‒3]. Биогеохимический подход 
дает возможность разработки технологии получе-
ния и использования биопрепаратов для воздей-
ствия на грунты с целью улучшения их функцио-
нальных свойств, закрепления песков, повышения 
прочности строительных материалов, таких как 
бетон, известняк, гипс, а также восстановления по-

врежденных конструкций [4‒6]. Необходима раз-
работка перспективной природоподобной техно-
логии, основанной на использовании способности 
уробактерий к внеклеточному индуцированному 
осаждению кальция (MICP) [7]. Эффективность 
этого процесса определяется пулом бактериальных 
ферментов и метаболитов, причем способность к 
биокальцинированию может различаться даже у 
микроорганизмов одного вида [8‒10].

Недостаточная функциональная активность 
и устойчивость биокальцинирующих микроорга-
низмов к изменяющимся условиям окружающей 
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Разработка природоподобной и природосохраняющей технологии повышения прочности  
и сохранности строительных конструкций при сопутствующих антропогенных воздействиях 
и неблагоприятных условиях окружающей среды возможна на основе индуцированного 
микроорганизмами осаждения карбоната кальция. Способность уробактерий к осаждению 
карбоната кальция может быть использована для получения «самолечащегося» и укрепленного 
бетона, залечивания трещин и реставрации бетонных сооружений. Экологической нишей, 
перспективной для поиска таких микроорганизмов, устойчивых к повышенной щелочности, 
постоянному изменению условий окружения, стрессам, являются гиперсоленые среды. Проведенный 
скрининг микроорганизмов позволил выявить наиболее активные уробактерии, Lysinibacillus 
macroides и Bacillus licheniformis, из гиперсоленых озер. Введение этих микроорганизмов в состав 
цементной смеси существенно повышает прочность цементного камня, снижает пористость и 
капиллярное водопоглощение, что связано с происходящим биокальцинированием. Нами изучена 
микроструктура иммобилизованных в диатомите спор исследованных бактерий и показано, что 
для этой формы характерно длительное сохранение бактериальной активности. Выявлена высокая 
активность бактериальных препаратов при залечивании трещин в цементном камне.
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среды и антропогенным воздействиям, а также 
несовершенство форм биопрепаратов [7, 11, 12] ‒ 
эти факторы ограничивают возможности их при-
менения. В результате при проведении реставра-
ционных работ приходится использовать экологи-
чески небезопасные технологии [12‒14].

К� настоящему времени проведен широкий 
скрининг уробактерий, способных к MICP, из раз-
ных экосистем и обнаружено, что наиболее ак-
тивные штаммы относятся к разным видам рода 
Bacillus [4, 7, 15].

Малоизученной экологической нишей для выде-
ления бактерий, обладающих уреазной активностью 
и способностью к биоосаждению кальция, являют-
ся гипергалинные среды, из которых ранее выде-
ляли бактерии рода Bacillus, не способные размно-
жаться при повышенном содержании солей, что ис-
следователи объясняли контаминацией, например, 
из привнесенного водными источниками и птица-
ми материала, а также выживаемостью спор в усло-
виях высокой солености [16‒18]. Нами обнаружено 
(неопубликованные данные), что некоторые бактерии 
рода Bacillus, выделенные из гиперсоленых сред и не 
размножающиеся в монокультуре при высоких кон-
центрациях NaCl (> 15%), при совместном культи-
вировании в сообществе экстремальных галофилов 
– источников осмопротекторов [19] ‒ активно растут 
при концентрации NaCl 25%  и выше и являются ав-
тохтонной микрофлорой. В монокультуре бактерий 
рода Bacillus, выделенных из гипергалинных сред, 
оптимальные концентрации NaCl могут лежать как 
в широком диапазоне, так  и быть ниже 0,9% (физио-
логический раствор), а для их культивирования под-
ходят модификации среды Лурия-Бертани (LB) [20]. 
С одной стороны, отходы жизнедеятельности птиц в 
гиперсоленых озерах способствуют развитию уро-
бактерий, с другой – устойчивость к высоким значе-
ниям pH, выживаемость в условиях осмотического 
шока, перепадов температуры способствуют отбору 
чрезвычайно устойчивых форм, перспективных для 
разработки биокальцинирующих препаратов.

уСЛОВИЯ ЭКСПеРИМеНТА

Объекты и методы исследований
В качестве объектов исследования использовали:
– микроорганизмы из коллекции кафедры 

био технологии РХТУ им. Д.И. Менделеева: 
Bacillus  subtilis K,  Bacillus  subtilis M (медицин-
ский штамм), Bacillus atrophaeus, Bacillus cereus;

– штаммы микроорганизмов, выделенные ме-
тодом накопительных культур на среде с мочеви-
ной из эко- и техногенных систем, в которых воз-
можно присутствие уробактерий:

– навоз крупного рогатого скота, навоз песцов 

(звероферма), птицы (птицеферма);
– закрепленные пески Астраханской области;
– разрушенные цементные блоки домов в 

Москве;
– экстремально галофильные экосистемы, ха-

рактеризующиеся высокой концентрацией солей 
и высоким рН среды (озеро Эльтон, Россия; озеро 
Аликес, Греция; озеро Шотт-эль-Джерид, Тунис).

Идентификация культур, обладающих высо-
кой биокальцинирующей активностью, проведе-
на с использованием стандартного анализа после-
довательности генов 16S рРНК� [21].

Питательные среды и культивирование 
уробактерий

Бактерии культивировали на агаризованных 
питательных средах и глубинно в 250-мл колбах 
на орбитальном шейкере Unimax 2010 (Heidolph, 
Германия) при 180 об/мин и 50-мл заполнении, а 
также в ферментере с рабочим объемом 7 л («Фер-
мус-3», Россия) для наработки биомассы при тем-
пературах 30–37 °С на питательных средах следу-
ющего состава, г/л:

Среда LB: глюкоза – 10, дрожжевой экстракт 
– 5, пептон – 10, NaCl – 5, MgSo4∙7H2o – 0,2, KCl 
– 0,2, рН 7,0; водопроводная вода (использовалась 
для культивирования и хранения культур).

Среда К�ристенсена: NaCl – 2‒5, мочевина – 
20, KH2Po4 – 1,2, глюкоза – 1, пептон – 2, рН 6,6–
6,8; дистиллированная вода. Для получения инди-
каторной среды (оценка уреазной активности) до-
бавляли водный раствор фенолового красного до 
конечной концентрации 0,012 г/л.

Среда Дика: пептон – 3, NaHCo3 – 2,12, мо-
чевина – 10, pH 7,5; дистиллированная вода [22].

Среда Дика модифицированная: пептон – 3,  
NaHCo3 –2,12, мочевина – 10, KH2Po4 – 0,2  
(1,2 – для культивирования в ферментере), глю-
коза – 1 (7 – для культивирования в ферментере),  
pH 7,5; дистиллированная вода.

К�омпоненты среды стерилизовали при 121 ºC в 
течение 25 мин. Несовместимые компоненты сте-
рилизовали отдельно; растворы мочевины и фе-
нолового красного стерилизовали фильтрацией.

Поверхностное культивирование уробакте-
рий (для определения эффективности биомине-
рализации) проводили при температуре 30‒37 ºС 
на чашках Петри со средой К�ристенсена с добав-
лением CaCl2 в концентрации 7,5‒20 г/л. Актив-
ность роста уробактерий определяли по оптиче-
ской плотности суспензии на спектрофотометре 
Shimadzu UV-2600 (Shimadzu, Япония) при дли-
не волны 540 нм. Биомассу концентрировали на 
центрифуге Eppendorf 5810 R (Eppendorf, Герма-
ния) при 7 500 об/мин в течение 15 мин при 15 ºС.
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ПРЕПАРАТ НА ОСНОВЕ БАК�ТЕРИй, ВыДЕЛЕННыХ ИЗ ГИПЕРСОЛЕНыХ СРЕД

Сканирующая электронная микроскопия
Для исследования микроструктуры образцов 

использовали сканирующий электронный микро-
скоп JSM-6510 LV (JEoL, Япония). Изображе-
ния участков образцов получали в режиме вто-
ричных электронов при ускоряющем напряжении 
15 кВ. Измерения были выполнены на оборудо-
вании Центра коллективного пользования РХТУ  
им. Д.И. Менделеева.

Приготовление образцов цементного камня
Материалом для формования цементных 

образцов – балочек размером 1×1×3 см при во-
доцементном соотношении (В/Ц) 0,31 ‒ служил 
портландцемент ЦЕМ I 42,5Н ГОСТ 31108–2003 
производства «Подольскцемент» (Россия). Твер-
дение образцов проходило в воздушно-влажных 
условиях (22±2 ºC и 100% относительной влаж-
ности), испытания проводили на 7, 21 и 28 сутки. 
Испытание на прочность проводили на машине 
ELE Auto (ELE International, Великобритания) со 
скоростью нагружения 0,15 МПа/с. Открытую по-
ристость цементного камня определяли гравиме-
трическим методом с использованием керосина  
в качестве насыщающей жидкости. К�оэффициент 
капиллярного водопоглощения оценивали стан-
дартным методом как тангенс угла наклона на ли-
нейном участке зависимости ∆М = f∙(τ)∙1/2.

РезуЛьТАТЫ И ОБСужДеНИе

уреазная активность, ростовые 
характеристики и способность 
к биокальцинированию у бактерий, 
выделенных из различных источников

В результате проведенного нами широкого 
скрининга разных экологических ниш и техноген-
ных систем были выделены уробактерии, что под-
тверждает литературные данные об их широком 
распространении. Большинство бактериальных 
культур, обладающих уреазной активностью, от-
носилось к роду Bacillus. У выделенных бактерий 
выявлены большие различия в функциональных 
характеристиках, которые оценивали по уреазной 
активности на индикаторной среде К�ристенсена, 
активности роста и способности к биокальциниро-
ванию на среде К�ристенсена с добавлением CaCl2. 
Следует отметить, что высокая скорость роста  
и уреазная активность не всегда сопутствовали хо-
рошей биокальцинирующей способности. Наибо-
лее высокие показатели скорости роста, уреазной 
активности и способности к осаждению CaCo3 
выявлены для культур Lysinibacillus  macroides и 
Bacillus licheniformis, выделенных из экстремально 
галофильных экосистем – озер Эльтон и Аликес.

Изменение характеристик цементного камня 
при введении уробактерий

Внесение бактерий с разной функциональ-
ной активностью в цементную смесь на основе 
среды Дика с глюкозой проводили на стадии спо-
рообразования. У сформированных в виде бало-
чек образцов в течение 28 сут производили замер 
параметров.

Установлено, что прочность при изгибе цемен-
тных образцов, затворенных водой, мало меняется 
в течении 28 сут. Прочность образцов, затворенных 
средой Дика, несколько ниже прочности контроль-
ных балочек, что объясняется влиянием органиче-
ских компонентов среды. Существенная разница в 
характеристиках наблюдалась у цементного камня 
с бактериальными культурами. Так, при использо-
вании микроорганизмов Bacillus subtilis K к 28 сут-
кам происходит повышение прочности при изги-
бе на 9,8% относительно контрольных образцов 
и на 13,1% относительно образцов, затворенных 
средой Дика. При использовании культуры бакте-
рий Lysinibacillus macroides в составе биоцемента 
повышение прочности к 28 суткам составило 38,2%  
и 42% относительно контрольных образцов и образ-
цов на основе среды Дика соответственно (рис. 1).

Прочность при сжатии цементных образцов, за-
творенных водой, на 7 сутки составила 63,0 МПа, а 
к 28 суткам ‒ 70,1 МПа (рис. 2). Прочность образ-
цов, затворенных средой Дика, практически не от-
личается от прочности контрольных балочек. У 
образцов цементного камня с Bacillus  subtilis K 
наблюдали повышение прочности относитель-
но образцов балочек цементного камня, затворен-
ных средой Дика, на 26,5% к 28 суткам. При ис-
пользовании бактерий Lysinibacillus macroides по-
вышение прочности на 28 сутки составило 67,8% 

Рис. 1. Влияние уробактерий Bacillus  subtilis K и 
Lysinibacillus  macroides на прочность цементного 
камня при изгибе.

Fig. 1. The effect of the urobacteria, Bacillus subtilis K 
and Lysinibacillus macroides, on the flexural strength 
of a cement mortar.
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относительно образцов, затворенных средой Дика. 
На основании этих результатов можно утверждать, 
что образовавшиеся в результате жизнедеятель-
ности уробактерий кристаллы СаСО3 уплотняют 
структуру и значительно повышают прочность це-
мента. Возможно также образование кристаллов 
гидрокарбоалюминатов кальция при взаимодейст-
вии гидроалюминатов кальция с СаСО3. Наиболь-
шее повышение прочности происходит при исполь-
зовании культур бактерий Lysinibacillus macroides и 
Bacillus  licheniformis (функциональная активность 
аналогична), выделенных из гиперсоленых сред и 
обладающих повышенной устойчивостью к высо-
ким значениям pH. К�ак отмечено в литературе, при-
сутствие питательных веществ в цементных образ-
цах обеспечивает защиту и повышенную жизнеспо-
собность клеток и спор, подвергнутых воздействию 
характерных для цемента высоких значений рН.

Исследование функциональной активности 
иммобилизованных клеток уробактерий и 
микроструктуры иммобилизованной формы 
на основе диатомита

Одним из преимуществ иммобилизации яв-
ляется повышение устойчивости клеток и спор  
к действию неблагоприятных внешних факторов, 
таких как неоптимальная температура, рН, инги-
бирование продуктами метаболизма. Для препа-
рата иммобилизованных клеток, вносимых в це-
ментную смесь, важно, чтобы бактерии или споры 
оставались длительное время жизнеспособными и 
развивали с течением времени максимальную фи-
зиологическую активность. Для иммобилизации 
клеток исследуемых микроорганизмов использо-
вали мелкодисперсную форму силикагеля, перли-
та, вермикулита, диатомита, трепела, целлюлозы, 
активированных углей. Максимальную степень 
сорбции клеток наблюдали для диатомита, трепела 
и активированных углей ‒ (4‒6)∙107 клеток/г. Им-
мобилизованные на сорбентах и высушенные при  
35‒40 °C Lysinibacillus  macroides, Bacillus 
licheniformis после двух месяцев хранения при 
25‒30 °C лучше других исследованных культур 
сохраняли функциональную активность. При ис-
следовании жизнеспособных форм этих бактерий 
в адсорбентах при высевах на питательную сре-
ду выявлено нарастание колониеобразующих еди-
ниц (К�ОЕ) с (4‒6)∙107 клеток/г после высушивания 
до (2‒3)∙109 клеток/г через 2 месяца хранения. Это 
может быть связано как с остаточной влажностью 
высушенных образцов, так и с адсорбцией компо-
нентов питательной среды на адсорбентах.

Микроструктура иммобилизованной формы 
бактерий Lysinibacillus  macroides на диатомите ис-
следована сканирующей электронной микроскопией 

Рис. 2. Влияние уробактерий Bacillus  subtilis  K  
и Lysinibacillus macroides на прочность цементного 
камня при сжатии.

Fig. 2. The effect of the urobacteria, Bacillus subtilis K 
and Lysinibacillus macroides, on the compressive strength 
of a cement mortar.
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Рис. 3. Споры бактерий на поверхности частиц диатомита.

Fig.  3. Bacterial spores on the surface of diatomite particles.
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после двух месяцев хранения. Эта иммобилизован-
ная форма проявляла максимальную функциональ-
ную активность в предварительных экспериментах 
по биокальцинированию на колбах, что согласуется 
и с литературными данными [23]. На микрофотогра-
фиях иммобилизованной формы видны частицы ди-
атомита с плотным слоем покрытых оболочкой спор 
бактерий размером 1–3 мкм (рис. 3).

При исследовании частиц диатомита с микро-
биологической добавкой методом энергодиспер-
сионной рентгеновской спектроскопии (ЭДС) за-
регистрирован ряд интенсивных пиков, соответ-
ствующих элементам Са, О, К�, Al, Si, Mg и С, что 
может указывать на наличие органических объек-
тов, вероятно покрытых слоем карбоната кальция.

Таким образом, адсорбция бактерий 
Lysinibacillus macroides на минеральном носите-
ле, диатомите, с последующей сушкой при уме-
ренных температурах позволяет получить им-
мобилизованную, содержащую споры форму. 
Частичное покрытие спор оболочкой дополни-
тельно предохраняет их от воздействия окружаю-
щей среды, что важно для сохранности препарата.

В последующих экспериментах использова-
ны иммобилизованные на диатомите высушенные 
бактериальные образцы, добавленные непосред-
ственно в цементную смесь на основе среды Дика 

с глюкозой. Иммобилизованную форму вводили  
в состав цемента в виде сухого порошка в количест-
ве 3% (по массе). В качестве затворителя при приго-
товлении цементного раствора использовалась сре-
да Дика с глюкозой при значении В/Ц 0,3. Для срав-
нения формовали образцы цемента с добавлением 
исходного адсорбента, диатомита, в том же количе-
стве. Результаты определения прочностных харак-
теристик цемента представлены на рис. 4 и 5.

При исследовании прочности на изгиб (рис. 4) 
наблюдали незначительное повышение прочно-
сти цемента с иммобилизованными в диатомите 
бактериями Lysinibacillus macroides, что связано, 
вероятно, с заполнением части пор цементного 
камня образующимся в результате биоминерали-
зации карбонатом кальция.

При исследовании прочности цементного 
камня на сжатие (рис. 5) к 28 суткам наблюдали 
повышение прочности образцов с иммобилизо-
ванной формой культуры Lysinibacillus macroides  
на 85,2% по сравнению с контрольными, в то же 
время применение диатомита на основе среды 
Дика без бактерий практически не оказывало вли-
яния на процессы твердения.

При исследовании структурных характери-
стик цементного камня показано, что использо-
вание микробиологической добавки приводит  

Т а бл и ц а  1
Характеристики образцов после твердения в течение 28 суток
Characteristics of cement stone samples after hardening for 28 days

Образец Открытая пористость, 
см3/г

К�оэффициент капиллярного 
водопоглощения, кг/м2 ∙ с0,5

К�онтроль (цемент + среда Дика) 0,158 0,0575
Цемент + среда Дика + диатомит 0,132 0,0473
Цемент + среда Дика + иммобилизованная форма 0,063 0,0355

Рис. 4. Влияние иммобилизованной формы 
Lysinibacillus  macroides на прочность цементного 
камня при изгибе.

Fig. 4. The effect of the immobilized form of Lysini-
bacillus macroides on the flexural strength of a cement 
mortar.
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Рис. 5. Влияние иммобилизованной формы 
Lysinibacillus  macroides на прочность цементного 
камня при сжатии.

Fig. 5. The effect of the immobilized form of  
Lysinibacillus  macroides on the compressive 
strength of a cement mortar.
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к осаждению СаСО3 в поровом пространстве 
образцов, уплотняя структуру и снижая пори-
стость цемента, а также к 28 суткам уменьшает 
капиллярное водопоглощение цементного камня 
в 1,6 раза (табл. 1).

Таким образом, использование иммобилизо-
ванной культуры Lysinibacillus macroides в качест-
ве добавки к цементу приводило к повышению его 
прочностных и улучшению структурных характе-
ристик, как и при использовании культур живых 
бактерий. Применение иммобилизованной фор-
мы культуры позволит снизить скорость разруше-
ния изделия в результате индуцированного бакте-
риями «залечивания» микротрещин на начальном 
этапе возникновения, а также благодаря снижению 
числа открытых капиллярных пор повысить стой-
кость цементного камня к агрессивным средам.

Повышение прочности образцов цемента, 
сформированных в присутствии Lysinibacillus 
macroides, свидетельствует о сохранении жизне-
способности и функциональной активности бак-
терий. Наибольшая прочность на сжатие достиг-

нута для образцов с иммобилизованными в диато-
мите бактериальными клетками, причем сорбент 
здесь тоже играет важную роль ‒ заполняя поры, 
дополнительно укрепляет цемент.

«залечивание» трещин в бетоне
Эффективность использования уробактерий 

для залечивания трещин в бетоне анализировали 
путем погружения образцов цементного камня в 
питательную среду Дика с 7,5 г/л CaCl2 и суспен-
зией вегетативных клеток и спор (с остатками ина-
ктивированных клеток) бактерий Lysinibacillus 
macroides. Состояние трещин контролировали че-
рез 7, 21 и 28 сут (рис. 6).

В среде с вегетативными клетками заметно 
заполнение трещин на 21 и 28 сутки образовав-
шимся карбонатом кальция, а также образование 
белого налета на поверхности образцов. Трещи-
ны в цементных образцах, погруженных в среду 
с суспензией спорулирующей культуры бактерий  
и спор, обладающих высокой проникающей спо-
собностью, визуально исчезли.

Рис. 6. Заполнение трещин в цементном камне карбонатом кальция: a – контроль, b – вегетативные клетки, c – взвесь 
спор и остатки инактивированных клеток. Цифрами указано время процесса: 7, 21 и 28 сут.

Fig. 6. Filling cracks in the cement mortar with calcium carbonate: a – control, b – vegetative cells, c – spore suspension and 
inactivated cell residues. The numbers indicate the process time: 7, 21 and 28 days.

28с28b28a
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зАКЛЮЧеНИе

Биотехнологический потенциал бактерий 
рода Bacillus, выделенных из гиперсоленых сред 
и обладающих способностью к биоосаждению 
кальция, может быть использован для получения 
биопрепаратов и применения в воспроизводимой 
природоподобной технологии индуцированного 
микроорганизмами осаждения кальция.

Введение выделенных бактерий в состав це-
ментной смеси на основе питательной среды 
Дика приводит к существенному увеличению 
прочности цементного камня при изгибе и сжа-
тии, особенно в поздние (14 и 28 сут) сроки твер-
дения. Наибольшее повышение прочности наблю-
дали при использовании бактерий Lysinibacillus 
macroides и Bacillus licheniformis, которые прояв-
ляют высокую уреазную активность, устойчивы 
к щелочным средам и способны к биоосаждению 
кальция. Эти культуры могут быть использованы 
для эффективного залечивания трещин в повре-
жденных бетонных конструкциях.

Повышение прочности цементного камня под 
воздействием бактерий связано с уплотнением 
структуры цементного камня, уменьшением его 
капиллярной пористости вследствие образования 
дополнительных количеств карбоната кальция, 
образующегося в результате взаимодействия пор-
тландита, Са(ОН)2, с продуктами жизнедеятель-
ности бактерий.

Использование для приготовления цементной 
смеси на основе питательной среды Дика иммо-
билизованной формы спор бактерий в диатоми-
те позволяет значительно повысить прочность 
цементного камня в процессе твердения. Иммо-
билизованная форма бактериального препарата 
высокотехнологична, удобна в использовании и 
обеспечивает его длительное хранение.
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Abstract–Improving the strength and stability of cement-based structures in adverse environmental 
conditions with associated anthropogenic influences is possible through the development and 
implementation of nature-like and nature-friendly technologies. The ability of urobacteria to precipitate 
calcium carbonate can be useful in the manufacture of self-healing and reinforced concrete, in the crack 
healing and the restoration of concrete structures. Hypersaline environment is an ecological niche for 
search for microorganisms that are resistant to increased alkalinity, changing environmental conditions 
and stress. Screening of microorganisms allowed us to isolate the most active urobacteria, Lysinibacillus 
macroides and Bacillus licheniformis, from hypersaline lakes. The introduction of these microorganisms 
into the cement mixture significantly increased the strength of mortar specimens, reduced their porosity 
and capillary water absorption, which was associated with ongoing biocalcination. We studied the 
microstructure of spores of diatomite-immobilized bacteria and showed that this form provided long-term 
preservation of bacterial activity. A high activity of bacterial preparations in the healing of cement stone 
cracks was found.

Key words: biomineralization, biocementation, extreme halophiles, crack healing, cement mortar, microbial 
concrete, urea hydrolysis.
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