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Iiradimas priklauso mikrobiologijos bei aplinkos apsaugos sritims, biitent, nafta ir
naftos produktus skaidantiems mikroorganizmams. ISradimas gali biti panaudotas
vandens bei jvairiu dirvoZzemiuy, uzterSty naftos produktais, ypa¢ sunkiosiomis jo

frakcijomis, biologiniam valymul.

Zinomas JAV patente Nr. 3813316 apradytas Pseudomonas aeroginosa PAO
kamienas, kuris turi plazmides CAM, OCT, NAH ir SAL su angliavandeniliy

utilizacijos genais ir naudojamas naftos produkty skaidymui.
Sio kamieno triikumas - labai létas naftos degradacijos procesas.

Zinomas iSradimo aprasyme (pagal buv. TSRS a.l. Nr.612958) apraSytas Pseudomonas
aeruginosa kamienas, turintis plazmides OCT*, CAM" ir NAH", naudojamas

biologiniam vandens, uzterito naftos produktais, valymui.
Sio kamieno tritkumas yra siauras jo veikimo spektras.

Zinomas iSradimo apradyme (pagal buv. TSRS al Nr.1076446) aprasytas
Pseudomonas putida 36 kamienas, skaidantis nafta ir jos produktus vandenyje ir
dirvozemyje. Sis kamienas isskirtas Tiumenés srityje i§ Belozersko naftos radimvietes

13100 grezinio.

Sio kamieno tritkumas - létas aromatiniy junginiy skaidymas. Per 30 paru suskaido

74,5% parafininés naftos, o aromatinés - 68 % nuo pradinio Kickio.

Artimiausias savo veikimu sitilomam kamienui yra kamienas, apradytas LR patente
Nr.3111 B, Azotobacter vinelandii 21, iSskirtas 1§ uzterSto dirvozemio sunkiosiomis

naftos frakcijomis po tanklaivio avarijos ir siilomas naudoti gelo ir stiraus vandens bei
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dirvos valymui nuo naftos ir jos produkty terSaly. Kamienas deponuotas UAB

“Biocentras” mikroorganizmy muziejaus kolekcijoje, kolekcinis numeris BC-21.

Sio kamieno trilkumas - gana létas naftos ir sunkiyjy jos frakcijy skaidymas . Per 21
para Sis kamienas suskaidé iki 75,6% parafininés naftos ir iki 80,2% aromatinés naftos

nuo pradinio kiekio.
ISradimo tikslas - pagreitinti sunkiuju naftos frakcijy skaidyma.

Sitilomas Arthrobacter globiformis MD18 kamienas, iiskirtas i§ mazutu uZterito
Vilniaus naftos bazés dirvoZzemio. Kamienas deponuotas Botanikos instituto

Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje, kolekcinis numeris B-84.

Arthrobacter globiformis MD18 kamienas gautas panaudojant mikrobiologing kultliry
skyrimo metodika, biitent uZterZtas mazutu dirvoZemio meginys buvo jbertas j
Capeko terpe su skaidomu substratu (mazutu) ir aeruojant kultivuojamas 4-6 paras
apie 30°C temperatiiroje, gauta kultiira praskiedimo metodu buvo iséta ant standzios
Capeko terpés su mazutu, kaip vienintelés anglies ir energijos Saltinio, po to vél
kultivuojama 5 - 6 paras apie 30°C temperatiiroje. UZaugusios izoliuotos bakterijy
kolonijos iSs¢jamos | mégintuvélius ant jZambaus Capeko terpés agaro su mazutu. Po
to buvo lyginamas iSskirty kultiiry aktyvumas ir iSrenkamas aktyviausiai skaidantis
naftos produktus kamienas. Atrinktasis aktyviausias mikroorganizmo kamienas
vadovaujantis Bergey’o apibiidintoju (Murray R.G.F. et al (eds. board), 1984-1989:
Bergeys Manual of Systematic Bacteriology 9th ed, The Williams and Wilkins Co.,
Baltimore) apibfidintas kaip Arthrobacter globiformis I\I/ID184

Sitilomas mikroorganizmo kamienas pasizymi $iomis savybémis:

Morfologinés savybés. Lastelés jaunoje kultfiroje yra 1,0 - 1,2 x 2,3 - 2,9 pm dydzio, o
senose Kultlirose jos virsta kokais, kurie sudaro grandinéles. Morfologiniai formos
kitimai priklauso nuo amziaus ir kultivavimo salygu. Nesudaro endospory, neturi

kapsuliy bei neturi ziuZeliy. Gramteigiamos.
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Kultiiriniai poZymiai. Ant mésos peptono agaro (MPA) uzauga per 48 val. ir yra
balsvos, netaisyklingos, nelygaus krasto, iSkilo profilio, blizgancios kolonijos 2-3 mm
skersmens. Ant sintetinés terpes su nafta uzauga per 24 val. sudarydamos smulkias
baltas kolonijas. Mésos peptono buljone (MPB) plévelés nesudaro, duoda

drumstuma ir nuosédas.

Fiziologinés savybés. Aerobinés. Katalazés reakcija yra teigiama, o oksidazés -
neigiama. TipiSki mezofilai, auga nuo 4° iki 40°C, optimali temperatiira 28°-30° C.
Krakmolo nehidrolizuoja, vykdo denitrifikacija, Zelatinos neskystina, naudoja

gliukoze, fruktoze, sacharoze bei manita. Auga ant Esbio terpés.

Auga ant sintetinés terpés su angliavandeniliais: heksanu, dekanu, heksadekanu,
oktadekanu, antracenu, toluolenu, ksilolenu, naftalenu, dekalinu, parafinu bei

asfaltenais.

Sitllomo Arthrobacter globiformis MD18 ir Zinomo Azotobacter vinelandii 21 kamieny

nafta degraduojanciy savybiy palyginimas.

PoZymiai Arthrobacter Azotobacter

globiformis MD 18 vinelandii 21

Naftos degradacija (%)

aromatinés 824 80,2

parafininés 77,2 . 75,6
Degradacijos trukme 18 pary 21 para
Naftos sunkiujy frakeijy skaidymas (%) 75,6 72,5
Degradacijds trukme 20 pary 21 para
Naftos skaidymas vandenyje (%) 78,4 77,4
Angliavandeniliy degradacija:

antracenas 74,9 72,6

dekalinas 44,5 44 4

oktadekanas 42,7 36,7

asfaltenai 29,7 27,5
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AukSciau pateikty duomeny apibendrinimas rodo, kad sitilomas kamienas per 18 pary
parafining nafta suskaidé iki 77,2%, aromating iki 82,4%, o Azotobacter vinelandii 21
per 21 para suskaideé atitinkamai iki 75,7% ir 80,2% nuo pradinio kickio. Per 20 pary
Arthrobacter globiformis MD18 suskaidé naftos sunkiyjy frakciju iki 75,6%, o
Azotobacter vinelandii 21- 72,5 % nuo pradinio kiekio. Vandenyje Arthobacter
globiformis MD18 suskaidé 78,4% naftos, o Azotobacter vinelandii 21 - 77,4% nuo
pradinio kiekio. Arthrobacter globiformis MD18 suskaidé 74,9% antraceno, 44,5%
dekalino, 42,7% oktadekano ir 29,7% asfalteny, tﬁo tarpu Azotobacter vinelandii 21 -

72,6%, 44,4%, 36,7%, 27,5% atitinkamai nuo pradinio kiekio.
Arthrobacter globiformis MD18 kamieno panaudojimo pavyzdziai.

1 pavyzdys.

Dirvos, ant Kurios iSsipylé nafta, vietinis valymas. Nafta uZter§to dirvozemio plotas
200 m? tersaly kiekis 2 kg/l m® . Bendras terSaly kiekis 400 kg. Dirvos valymui
paruosia Arthrobacter globiformis MD18 suspensija: fermentatoriuje Capeko terpéje
Saugina 100 1 kultiirinio skys¢io (8-10 g/l sausos masés). I3auginta kultiirinj skysti
praskiedzia 1x10° 1 mitybai reikalingy drusky vandeniniu tirpalu, pavyzdziui, NaNO; -
4g/l, KoHPO, - 0,6 g/1, NaHPO, - 0,6 g/l. Gautg suspensija iSpurskia ant uZtersto
dirvoZemio pavirSiaus, po to dirvoZzemi perkasa ir iSpurena. Valymo proceso eigoje
dirvos sluoksnj purena periodiskai 1 karta per savaitg. Natlraliomis salygomis, esant
oro temperatiirai 15 - 22° C, dirvos iésivaiymo procesas trunka 2 - 3 menesius.
Dirvozemio iSsivalymo kokybe nustato” specializuotoje ekologinés tarnybos
laboratorijoje atlieckant laboratorine dirvos méginio. analize pagal likuting

angliavandeniliy koncentracija. -~

2 pavyzdys.

Naftos produktais uzter$to dirvoZzemio valymas aiksteléje. UzZterSto dirvozemio kiekis
aikSteleje - 100 tony. Naftos produkty 200 mg/g, bendras terSalu kiekis 20 tony.
UZterSta dirvoZzemj sumaiSo su traSomis, turinéiomis N ir P ir/arba kity priedy,
reikalingy minéto mikroorganizmo dauginimuisi. Patikrina misinio pH, ir jam esant

mazZesniam uz 4, miSinj kalkina. Po to dirvozemj paskleidzia aik3teléje apie 0,5 m
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storio sluoksniu (esant terSaly didesniam kiekiui, sluoksnis turi biti plonesnis).
ParuoSia Arthrobacter globiformis MD18 suspensija: fermentatoriuje Capeko terpeje
iSaugina 100 1 kultirinio skys¢io (8-10 g/l sausos masés). ISauginta kultirinj skyst]
praskiedzia 1x10° 1 mikroorganizmu mitybai reikalingy drusky vandeniniu tirpalu,
pavyzdziui, NaNO;j - 4g/l, K;HPO, - 0,6 g/l, Na,HPO, - 0,6 g/l. Gauta suspensija
SpurSkia ant paruosto dirvoZemio sluoksnio, kurj po to perkasa. Natiiraliomis
sglygomis, esant oro temperatiirai 15 - 22° C, dirvos iSsivalymo procesas trunka 2 - 3
menesius. DirvoZemio iSsivalymo kokybe nustato specializuotoje ekologinés tarnybos
laboratorijoje  atliekant laboratoring dirvos méginio analize pagal likutine

angliavandeniliy koncentracija.

3 pavyzdys.

Naftos produktais uZterSto dirvozemio valymas kompostavimo biidu. Vasara
aikSteleje (arba Sildomoje patalpoje iki 20°C Ziema) yra 100 tony uzterito dirvoZemio.
Naftos produktu 200 mg/g Zemés, bendras tersaly kiekis 20 tony. | uztersta dirvozemj
deda traSu, turin¢iy N ir P ir/arba kity medZiagy, reikalingy minéto mikroorganizmo
dauginimuisi ir prideda susmulkinty $iaudu. Po to dirvoZemj sumaio ir patikrina
miSinio pH. Esant miSinio pH maZesniam uZ 4, midinj kalkina. Po to supila
dirvoZzemio kaupa. Jeigu terfaly daug ir Zemés kiekis didelis, kaupe jrengia oro
prapiitimo sistema (aktyvus biidas) arba i§vedzioja vamzdeliy sistema natiraliai
ventiliacijai paspartinti (pasyvus bidas). ParuoSia Arthrobacter globiformis MD18
suspensija: fermentatoriuje Capeko terpéje iéaugina 100 1 kultiirinio skyséio (8-10 g/l
sausos masés). ISauginta kultlirinj skystj praskiedzia 1x10° | mikréorganizmu mitybai
reikalingy drusky vandeniniu tirpalu, pavyzdziui, NaNO; - 4g/l, K,HPO, - 0,6 g/l,
Na,HPO, - 0,6 g/l. Gauta suspeﬁSijq iSpurskia ant paruosto dirvoZzemio kaupo ir kuo
giliau dirvozemj p.crkasa. Natiraliomis salygomis, esant oro temperatiirai 15 - 20° C,
dirvoZemio i8sivalymo procesas trunka 1-2 ménesius. DirvoZemio 18sivalymo kokybé
nustatoma specializuotoje ekologinés tarnybos laboratorijoje atliekant laboratorine

dirvozemio méginio analize pagal likuting angliavandeniliy koncentracija.

4 pavyzdys.

Naftos produktais uztersto vandens telkinio valymas. UZterstas vandens plotas
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100 m? terialy kiekis - 0,2 tonos. Valomg plotg izoliuoja (panaudojant spec.
priemones) nuo platesnio uZter§to vandens pasiskleidimo. Paruosia Arthrobacter
globiformis MD18 suspensija: fermentatoriuje Capeko terpéje iSaugina 100 1
kultiirinio skys¢io (8-10 g/l sausos masés). Isauginta kultiirinj skystj praskiedzia 1x10°1
mikroorganizmy mitybai reikalingy drusky vandeniniu tirpalu, pavyzdziui, NaNO; -
4g/l, K;HPO, - 0,6 g/l, Na,HPO, - 0,6 g/l. Paruosta suspensijg i$purskia ant vandens
pavirSiaus 5 I/m* . Natiraliomis salygomis, esant oro temperatiirai 15 - 22° C, vandens
i8sivalymo procesas trunka 2-4 savaites. Vandens i8sivalymo kokybé nustatoma
specializuotoje ckologines tarnybos laboratorijoje atlickant laboratoring vandens

meginio analizg pagal likuting angliavandeniliy koncentracijg

Pasiiilytas Arthrobacter globiformis MD18 kamienas palyginus su Azotobacter vinelandii
21 pasizymi tuo, kad greiciau skaido aromatine nafta bei naftos sunkiasias frakcijas,
geriau  jsisavina  asfaltenus, aromatinius (antracenas), ciklinius (dekalinas)
angliavandenius ir geriau skaido nafta vandenyje. Minéti poZymiai leidZia pagreitinti
valymo procesa panaudojant aprasytajj kamiena dirvoZemio ar vandens biologiniam

valymui nuo naftos ir jos produkty tersaly.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Mikroorganizmo kamienas Arthrobacter globiformis MD18 (deponuotas Botanikos
instituto Biodestruktoriu tyrimo laboratorijoje (LT), kolekcijos numeris B-84) - naftg

ir naftos junginius skaidantis mikroorganizmas.

2. Mikroorganizmo kamienas Arthrobacter globiformis MD18, skirtas panaudoti

uZterSty nafta ir naftos produktais dirvoZzemio arba vandens biologiniam valymui.

3. Mikrorganizmo kamieno Arthrobacter globiformis MD18 gavimo biidas,
besiskiriantis tuo, kad mazutu uZter$ta dirvoZemio méginj jberia j Capeko terpe su
skaidomu substratu (mazutu) ir aeruojant kultivuoja 4 - 6 paras apie 30°C
temperatiiroje, gauta kultiirg praskiedimo metodu i$séja ant standzios Capeko terpés
su mazutu, kaip vienintelés anglies ir energijos Saltinio, po to vel kultivuoja 4 - 6 paras
apie 30°C temperatliroje, uZaugusias izoliuotas bakterijy kolonijas perséja |
mégintuvélius ant jzambaus Capeko terpés agaro su mazutu, po to lygina isskirty
kultiry aktyvuma ir i§renka aktyviausiai skaidantj naftos produktus kamiena, kurj

vadovaujantis Bergey’o apibiidintoju,apiblidina kaip Arthrobacter globiformis MD18.

4. Mikroorganizmo kamienas Arthrobacter globiformis MD18, skirtas panaudoti pagal
2 punktg, besiskiriantis tuo, kad Arthrobacter globiformis MD18 kamiena naudoja
nafta ir naftos produktais uzterSto dirvozemio vietiniam valymui, tam fermentatoriuje,
Capeko terpéje uzaugina minéto mikroorganizmo kultiirinj skysti, kurj praskiedéia
medziagy, reikalingy minéto mikroorganizmo mitybai, vandeniniu tirpalu, gauta
suspensija paskleidzia dirvoiemi6 sluoksnyje, kurj po to maiso ir purena periodiskai 1
karta per savaite natfiraliomis salygomis 2-3 ménesiy laikotarpyje, esant oro

temperatiirai 15 - 22° C.

5. Mikroorganizmo kamienas Arthrobacter globiformis MD18, skirtas panaudoti pagal
2 punkta, besiskiriantis tuo, kad Arthrobacter globiformis MD18 kamiena naudoja
nafta ir naftos produktais uZterSto dirvozemio valymui aiksteléje, tam dirvoZzemi

sumaiSo su tradomis, turinfiomis N ir P ir/arba kity medZiagy, reikalingy minéto
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mikroorganizmo dauginimuisi, patikrina misinio pH, esant pH maZesniam u? 4, misinj
kalkina, po to dirvoZemj paskleidzia apie 0,5 m storio sluoksniu, apipurskia
suspensija, gauta fermentatoriuje Capeko terpéje uzauginta minéto mikroorganizmo
kulttirin} skystj praskiedus mikroorganizmo mitybai reikalingy medZiagy vandeniniu
tirpalu, po to dirvoZemj permaiso ir i§laiko naturaliomis salygomis 2-3 ménesius, esant

oro temperatirai 15 - 22° C.

6. Mikroorganizmo kamienas Arthrobacter globiformis MD18, skirtas panaudoti pagal
2 punktg, besiskiriantis tuo, kad Arthrobacter globiformis MD18 kamieng naudoja
nafta ir naftos produktais uztersto dirvoZemio valymui, tam j dirvoZemj deda trasy,
turinéiv N ir P irfarba kity medZziagy, reikalingy minéto mikroorganizmo
dauginimuisi, ideda susmulkinty Siaudy, sumaiSo, patikrina misinio pH, esant pH
mazesniam uz 4, miinj kalkina, po to supila j kaupa, kuriame jrengia aktyvig arba
pasyvia védinimo sistema, kaupa apipurskia suspensija, gauta fermentatoriuje Capeko
terpéje  uZauginty minéto  mikroorganizmo  kultdirinj  skystj praskiedus
mikroorganizmo mitybai reikalingy medZiagy vandeniniu tirpalu, ir kuo giliau
dirvozemj permaiSo ir iSlaiko natiraliomis salygomis 1-2 ménesius, esant oro

temperatirai 15 - 20° C.

7. Mikroorganizmo kamienas Arthrobacter globiformis MD18, skirtas panaudoti pagal
2 punkta, besiskiriantis tuo, kad Arthrobacter globiformis MD18 kamieng naudoja
nafta ir naftos produktais uzter§to vandens telkinio valymui, tam uzterSta plota
izoliuoja nuo tolimesnio pasiskleidimo ir ufterto vandens pavirSiy apipurskia
suspensija, gauta fermentatoriuje Capeko terpéje uzaugintg minéto mikroorganizmo
kultiirinj skystj praskiedus miﬁéto mikrodrganizmo mitybai reikalingy medziagy
vandeniniu tirpalu, ir iSlaiko natiraliomis salygomis 2 - 4 savaites, esant oro

temperatirai 15 - 22° C.

8. Mikroorganizmo kamienas Arthrobacter globiformis MD18, skirtas panaudoti pagal
4-7 punktus, besiskiriantis tuo, kad fermentatoriuje Capeko terpéje iSaugina
minéto mikroorganizmo 100 1 kultiirinio skyséio (8-10 g/l sausos mases) ir praskiedzia

1x10° 1 drusky NaNOs; - 4g/l, K,;HPO, - 0,6 g/l, Na;HPO, - 0,6 ¢/t vandeniniu tirpalu.
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