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Pavadinimas:

Stamas Pseudomonas fluorescens |GN 57, skaidantis nafta ir naftos produktus
Referatas:

I§radimas priklauso mikrobiologijos, biotechnologijos bei aplinkos apsaugos sritims. Naujas Stamas

Pseudomonas fluorescens 1GN 57, iSskirtas i§ mazutu uztersto naftos bazés dirvoZzemio (deponuotas Botanikos
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Instituto Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje (LT), kolekcijos numeris IBL: B-57), naftg ir naftos produktus
skaidantis mikroorganizmas, i$skiriantis j terpe ekstraceliuliarinj emulguojantj junginj ir neantagonistiskas
dirvoZzemio mikroorganizmams.
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ISradimas priklauso mikrobiologijos, biotechnologijos bei aplinkos apsaugos sritims ir gali
buti panaudotas -andens, dirvozemio bei grunto, uZterSty naftos produktais, ypag&

sunkiosiomis jos frakcijomis, biologiniam valymui suintensyvinti.

Zinomas US patente Nr. 3 813 316 apradytas Stamas Pseudomonas aeruginosa PAO, kuris
turi plazmides CAM, OCT, NAH ir SAL su angliavandeniliy utilizacijos genais ir yra

panaudotas naftos produkty skaidymui.
Sio $tamo tritkumas — per daug létas naftos degradacijos procesas.

Zinomas pagal aut. 1. SU 1 805 097, CO2F 3/34, §tamas Rhodococcus erythropolis No 2
BKM AC-1339D, skaidantis nafta dirvoje.

Sio §tamo trikumas yra létas naftos skaidymas. Skystoje mitybinéje terpéje su 1 % naftos

maksimaliai ja biodegraduoja iki 78 %, o grunte per 40 pary — iki 76 %.

Zinomas pagal patenta RU 2 019 527, CO2F 3/34, E02B 15/04, CO9K 17/00, 3tamas
Rhodococcus erythropolis E-15 skaido naftg ir jos produktus tundros dirvose esant Zemoms

temperattroms (8 — 10 °C).
Sio $tamo ypatybé — geriausiai tinka naudoti geografiniuose rajonuose su 3altu klimatu.

Zinomas pagal paienta RU 2 053 296, C12N 1/20, CO2F 3/34, Stamas Mycobacterium

Slavescens EX-91, naudojamas vandens ir dirvos valymui nuo naftos ir naftos produkty.

Sio $tamo trikumas — létas skaidymas ir auksta funkcionavimo temperatiira. Esant 28°C

temperatirai per 7 paras jis suskaido 74% naftos ir 55% mazuto.

Zinomas azotfiksuojantis Stamas Azotobacter vinelandii 21, apraSytas patento LR 3111,

CI2N 15/00, apralyme, iskirtas i§ uZter§to sunkiosiomis naftos frakcijomis vandens po
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tanklaivio avarijos ir naudojamas gélo ir siiraus vandens bei dirvos valymui nuo naftos ir jos

produkty.

Sio §tamo trikumes — létas naftos ir sunkiyjy jos frakcijy skaidymas ir aukita 30°C optimali

vystymosi temperatira. Per 21 parg 3is Stamas suskaidé 75,6 % parafininés naftos ir 80,2 %

aromatinés naftos.

Artimiausias siilomam $tamui pagal savo sistemating padétj ir biodegradacines savybes
Stamas Pseudomonas putida 36, skaidantis nafta ir jos produktus vandenyje ir dirvoZemyje

(Ziareti a. 1. SU 1 076 446, C12N 15/00, CO2F 3/34, C12R 1/40).

Sio $tamo tritkumas — létas naftos skaidymas ir aukstoje 28 - 40 °C temperatiiroje. Per 30
pary suskaido 74,5 % parafininés naftos ir 68 % aromatinés. Létai skaido ir sunkiausius

aromatinius naftos produktus — per 21 parg suskaido iki 57,2 %.

I8radimo tikslas — pagreitinti sunkiyjy naftos frakeijy degradavima Zemesnése temperatiirose

(20 - 25 °C), naudojant atrinkta Pseudomonas fluorescens IGN 57 Stama.

Sitllomas Pseudomonas fluorescens IGN 57 §tamas, i$skirtas i§ mazutu ustersto naftos bazés
dirvoZemio. Stamas deponuotas Botanikos instituto Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje,

kolekcinis numeris IBL: B-57.

Stamas Pseudomonas Sluorescens IGN 57 isskirtas panaudojant klasiking mikrobiologing
gryny kultiiry iSskyrimo metodika (P. Gerhardt (ed.), 1981: Manual of Methods for General
Bacteriology. — Washington). Naftuoto dirvoZemio méginys jberiamas | mineraling terpe su
skaidomu substratu ir kultivuojamas 20°C temperattroje. I$ gautos misrios kultiros
iSskiriamos grynos kultdros. I$ daugelio tokiy izoliaty atrenkamas §tamas, turintis didZiausia
aktyvuma skaidant naftos produktus.

Atrinkta aktyviausia kultira vadovaujantis 9-to leidimo Bergey apibidintoju (R. G.F.
Murray et. al. (eds. board), 1984-1989: Bergeys Manual of Systematic Bacteriology. 9" ed.,
vol I-IV ~ Williams and Wilkins Co., Baltimore) apibidinta kaip Pseudomonas fluorescens

Migula 1895, 294" | stamo numeris — IGN 57.

Sialomas mikroorganizmo $tamas pasizymi §iomis savybémis:
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Morfologinés savybés. Lastelés plony lazdeliy formos 0,5 x 2-3 pum dydzio, sudaro
binarinius junginins. Gramneigiamos. Judrios — juda keliy poliariniy ZiuZeliy pagalba.

Lasteliy viduje nekaupia poli-B-oksibutirato. Nesudaro endospory, neturi kapsuliy.

Kultiiriniai poZymiai. Ant mésos ir peptono agaro (MPA) uZauga per 24 val, sudarydamas
apvalias taisyklingas, lygaus krasto, skaidrias, i3kilo profilio, blizgan¢ias kolonijas 1-3 mm
skersmens. Sintetina geltonai Zalia fluorescuojanti intralastelin{ pigmenta, kuris lengvai
pastebimas praeinanioje $viesoje. Auginant mésos ir peptono buljone (MPB) atsiranda
homogeniSkas drumstumas, plona plévelé ir mazZas kiekis nuosédu Ant bulvés uZauga
bespalvis Strichas su matiniu pavir§iumi. Ant agarizuotos mineralinés terpés su nafta
pradeda augti per 24 val. sudarydamos smulkias kolonijas. Ant terpés su mazutu augimas
pasirodo po 72 val. Aplink kolonijas tiek su nafta, tiek su mazutu sudaro lipofobines

substrato atstiimimo zonas.

Fiziologinés savybés. GrieZtas aerobas, katalazés ir oksidazés reakcijos teigiamos. Tipiskas
mezofilas, gerai auga 4-37°C temperatiiry intervale, optimali temperatiira 20-28 °C. 42 °C
temperatlroje neauga. Auga ant ESbio terpés. Gerai sisavina mineralinius azoto 3altinius,
nitratus redukuoja iki azoto. Skystina Zelatina, krakmolo nehidrolizuoja, kazeino proteolizé
silpna. Sudaro sieros vandenilj ir amoniaka. Naudoja gliukoze, ksiloze, sacharoze bei
galaktoz¢, sudarydamas riigdtis, su maltoze rligi¢iy nesudaro, gerai auga su sorbitu ir
etanoliu. Auga MPB su 0,6 % NaCl. Nejsisavina sviesto riigities ir triptofano. Auga ant
mineralines terpés su angliavandeniliais: heksanu, dekanu, heksadekanu, oktadekanu,
ksilolu, toluolu, n" ftalinu, dekalinu, parafinu. Mineralin¢je terpéje su angliavandeniliniais
substratais sintetina ekstraceliuliarinj emulguojantj junginj, padedantj lengviau jsisavinti

hidrofobinj substrata.

Stulomo Stamo Pseudomonas fluorescens IGN 57 biodestrukcinis pajégumas buvo tirtas
auginant skystoje mineralinéje terpéje su naftalinu, nafta ir mazutu kaip vieninteliais anglies
Saltiniais. Buvo panaudota mineraliné terpé tokios sudéties (g/1): NH;NO; -1,5; KH,PO4 -
1; KCI - 0,5; MgS04 x 7H,0 - 0,5; FeSO4 x 7H,0 - 0,001. pH 7,2-7,4. | terpe substrato
déta 1% Kultivuota ant kratyklés 20 pary esant 20 — 25 °C temperatiiroms. Likuéiai matuoti
7-3 ir 20-3 kultivavimo para.

Rezultatai pateikti 1 lenteléje.
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] lentelé
Stamo Pseudomonas Sluorescens IGN 57 angliavandeniliniy substraty suskaidymas
Substratas [$matuotas
substrato kiekis Substrato likutis po kultivavimo:
bandymo
pradZioje, mg 7 pary 20 pary
likutis, mg | suskaidyta, % | likutis, mg Suskaidyta, %
Naftalinas 647 78,0 87,9 0,4 99,9
Nafta 825 132,0 84,0 1,8 99,8
Mazutas 715 281 60,7

Sitlomas $tamas per 7 paras laboratorinése salygose suskaido (lyginant su i$matuotu

substrato kiekiu bandymo pradzioje) 87,9 % naftalino, 84,0 % naftos ir 60,7 % mazuto. 20-a
para naftalinas suskaidytas iki 99,9 %, o nafta - 99,8 %.

Kultivuojant vienoje terpéje sitiloma Stama kartu su grybu Stamu Trichoderma harzianum
VNB-16 po 7 pary mazuto suskaidymas sieké 71,6 %. Tuo tarpu vienas grybas suskaideé tik

15,3 % mazuto.

Atliekant antagonizmo tyrimus nustatyta, kad sililomas Stamas Pseudomonas Sfluorescens
IGN 57 néra antagonistiskas placiausiai dirvoje paplitusioms gryby ir mieliy ri8ims, taip pat

ir gramteigiamoms bakterijoms.

Sitlomo 3tamo Pseudomonas fluorescens IGN 57 ir Zinomo Stamo Pseudomonas putida 36

biodegradaciniy savybiy palyginimas pateiktas 2 lenteléje.

2 lentelé
gtamq Pseudomonas fluorescens IGN 57 ir Zinomo Pseudomonas putida 36 biodegradaciniy
savybiy palyginimas
Pseudomonas fluorescens IGN 57 | Pseudomonas putida 36
Naftos suskaidymas 84,0 % 68,4-74,5 %
Biodegradacijos trukmé 7 paros 30 pary
Temperatiira 20-25°C 30°C

Sifilomas 3tamas Pseudomonas Sluorescens IGN 57 palyginus su $tamu Pseudomonas putida

36 pasizymi tuo, kad grei¢iau skaido nafta bei naftos sunkigsias frakcijas Zemesnése
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temperatlirose — 20 ~ 25 °C. Be to, esant terpéje hidrofobiniam angliavandeniliniam
substratui, iSskiria i aplinka ekstraceliuliarini emulguojanti junginj, pagreitinantj skaidymo
procesa. Taip pat néra antagonistiSkas placiausiai dirvoje paplitusioms grybu ir mieliy
rasims ir gramteigiamoms bakterijoms. Minéti poZymiai leidZia aprasytaji $tama panaudoti

dirvoZemio ir grunto biologinio valymo nuo naftos ir jos produkty pagreitinimui.
Stamo panaudojimas iliustruojamas pavyzdziais.

1 pavyzdys

Ant dirvos i3sipylé nafta, uzterstas plotas 200 m?, tersaly kiekis 1 m® yra 3 kg. Bendras
terSaly kiekis 1 tona. Paruoliame Pseudomonas fluorescens IGN 57 suspensija: 40 |
fermentatoriuje iSaugintos biomasés praskiedziame 2 m’ drusky ir kt. bakterijai reikalingy
priedy tirpale. Gauta suspensija iSpurskiame ant uzter§to dirvoZzemio sluoksnio ji perkasant
ir iSpurenant. Valymo proceso eigoje dirvos sluoksnio purenima atliekame periodiskai 1
karta per savaite.

Rezultatas: 1000 kg naftos, uztersiancios grunta (500 mg naftos/cm? arba 1 tona naftos/200
m?) ir valant $i naftinga grunta paskleidus ji 0,5 m sluoksniu, naudojant Pseudomonas

Sluorescens IGN 57, suardoma 97 % naftos per para.

2 pavvzdvs

Naftos produktais uztersto dirvozemio valymas aiksteléje. Valymo aiksteléje yra 100 tony
uzterSto dirvoZemio. Naftos produkty 20 mg/g zemés DirvoZemis sumaidomas su traSomis,
turintiomis N ir P bei kity priedy, reikalingy bakterijy dauginimuisi. Patikrinamas miginio
pH ir, jei jis maZesnis uz 4, misinj reikia kalkinti. Paskui dirvoZemis paskleidziamas 0,5 m
storio  sluoksniu (jei terSaly daugiau, sluoksnis turi biti plonesnis). Paruosiame
Pseudomonas fluorescens IGN 37 suspensija: 100 | fermentatoriuje iSaugintos biomasés
praskiedziame 10 m’ drusky ir kt. bakterijai reikalingu priedy tirpale. Gauta suspensija
iSpurSkiame ant paruosto dirvoZemio sluoksnio jj perkasant.

Rezultatas: 2000 kg naftos, terSian&ios grunta (20 mg naftos/1 g grunto), valant §j naftinga

gruntg paskleidus ji 0,5 m sluoksniu, naudojant Pseudomonas fluorescens IGN 57, suardoma

98 % naftos per para.
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3 pavyzdys

Naftos produktais uZtersto dirvoZemio valymas kompostavimo badu. Vasara aiksteléje
(Ziema Sildomoje patalpoje iki 20 °C) yra 100 tony uzterito dirvozemio. Naftos produkty 20
mg/g Zemés. Dirvozemis sumaiSomas su traSomis, turindiomis N ir P bei kity priedy,
reikalingu bakteriju dauginimuisi. | miinj pridedama susmulkinty 3iaudy. Patikrinamas
miinio pH ir, jei jis maZesnis uz 4, misinj reikia kalkinti. Paskui dirvozemis supilamas
suformuojant kaupa. Jei terSaly daug ir Zemés kiekis didelis, kaupe reikia irengti oro
prapitimo sistema (aktyvus biidas) arba i§vedZioti vamzdeliy sistema natiiraliai ventiliacijai
paspartinti (pasyvus biidas). Paruosiame Pseudomonas fluorescens IGN 57 suspensija: 20 |
fermentatoriuje iSaugintos biomasés praskiedziame 1 m’ drusky ir kt. bakterijai reikalingu
priedy tirpale. Gauta suspensija iSpurskiame ant paruosto dirvoZemio kaupo, kuo giliau jj
perkasant.

Rezultatas: 2000 kg naftos, terSiancios grunta (20 mg naftos/l g grunto), valant $i naftinga

gruntg grunto kaupo sistemoje, naudojant Pseudomonas fluorescens IGN 57, suardoma 97

% naftos per 36 paras.

4 pavyzdys

Naftos produktais uzter$to vandens telkinio valymas. UZterstas plotas 100 m?, terSaly kiekis
0,2 tonos. Uztersta plota reikia izoliuoti (panaudojant spec. priemones) nuo platesnio
pasiskleidimo. Paruodiame Pseudomonas fluorescens IGN 57 suspensijg: 10 |
fermentatoriuje i3augintos biomasés praskiedziame 0,5 m’ drusku ir kt. bakterijai reikalingu
priedy tirpale. Paruoita suspensija iSpurkskiame ant vandens paviriaus 5 | | 1 m’
pavir$iaus.

Rezultatas: kai vandens pavirSius uzterstas nafta (200 mg naftos/ cm? arba 200 kg/100 m%)

ir valomas naudojant Pseudomonas fluorescens IGN 37, suardoma 99 % naftos per para.

Stamas Pseudomonas Sluorescens IGN 57 naudojimas biologiniam dirvoZemio, vandens ir
grunto valymui nuo naftos ir jos produktu. Jis gali biiti panaudojamas biologiniam valymui
avarinio naftos produkty i3sipylimo | dirva atveju, naftos produktams patekus | gélus
vandens telkinius ir taip pat gali biiti panaudotas uzterito naftos produktais grunto valymui

aikstelése kompostavimo biidu.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Stamas Pseudomonas Sfluorescens IGN 57 (deponuotas Botanikos instituto
Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje (LT), kolekcijos numeris IBL: B-57) —nafta ir naftos
produktus skaidanti bakterija, i$skirianti | terpe ekstraceliuliarinj emulguojanti junginj ir

neantagonistika dirvoZemio mikroorganizmams.

2. Stamas Pseudomonas Sluorescens IGN 57, skirtas biologiniam dirvozemio, vandens ir

grunto valymui nuo naftos ir jos produkty.

3. Stamo Pseudomonas Sluorescens IGN 57 pagal 1 punkta gavimo budas,besiskirian
tis tuo, kad naftuoto dirvozemio méginj iberia | mineraling terpg su skaidomu substratu,
kultivuoja 20 - 25°C temperatiiroje, i§ gautos kultiiros iskiria grynas kultiiras, i§ daugelio

tokiy izoliaty atrenka kultiira, kuri aktyviausiai skaido naftos produktus.
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