
(1e)
{{os 

lE.qpe,^

g * 6 ' E
VATSIYBINIS PATE}{TU BITIRAS

\ l H y

(10) LT 5579 B

(12) PATENTO APRASYMAS

( 1 1 )

(21)

(22)

(41)

(45)

(62)

(86)

(86)

(85)

(30)

(72)

Patento numeris: 5579 (51) Int. Cl. (2006): B09C 1t1O

Parai5kos numeris: 2008 070

Parai5kos padavimo data: 2008 09 15

ParaiSkos paskelbimo data: 2009 03 25

Patento paskelbimo data: 2009 06 25

Parai5kos, i5 kurios dokumentas i5skirtas, numeris:

Tarptautin0s parai5kos numeris:

Tarptautines paraiSkos padavimo data:

Nacionalinio PCT lygio procedUros pradZios data:

Prioritetas:

l5raddjas:

Rapolas LIUZINAS, LT
Karolis JANKEVIEIUS, LT
Me6islovas KMITA, LT
DAIiA ZitA ZVEROEXINICruE, LT
Lil i ja KALEDIENE, LT
GraZina GIEDRAITYTE, LT

Patento savininkas:

VSf ,,Grunto valymo technologijos", Antakalnio g. 42, LT-10304 Vilnius, LT

Patentinis patikdtin is/atstovas:

Gen6 Ona SRUOGIENE, A.P.Kavoliuko g. 2+152, LT-04328 Vitnius, LT

(73)

(74)

m
o)
Nrc)
1l)

F
J

(54) Pavadinimas:

Grunto, u2terSto nafta arba jos produktais,  biologinio valymo b0das

(57) Referatas.

lSradimas priklauso biotechnologijos ir aplinkos apsaugos sriciai ir tinka naudoti grunto, uZter5to nafta ir
naftos produktais, biologiniam valymui ex situ arba in sifu sqlygomis. Valymas atliekamas tokiu b0du: i uZter5tq
gruntq iterpia mineraliniq trq5q, uZterStq gruntq idirba periodi5kai ji kultivuojant, taip pat homogenizuojant ir
aeruojant, uZterStq gruntq drdkina, o pradindje jo valymo stadijoje i j i tolygiai jterpia induociq augalq - 2ieminiq
rugiq (Seca/e cereale) susmulkintos Zaliosios biomasds kaip naftos produktus skaidandiq fermentq (oksidaziq,
katalaziq, peroksidaziq) ir kitq fiziologiSkai aktyviq junginiq Saltini.



f I

LT 5579 B

I5radimas priklauso biotechnologijos ir aplinkos apsaugos sritims ir tinka naudoti grunto,

uZter5to nafta arba jos produktais, pavyzdZiui, mazutu, biologiniam valymui ex sittt arba in situ

sElygomis.

Zinoma, kad padidejus grunto ir dirvoZemio tar5ai naftos produktais, jq valymui imta naudoti

naftq oksiduojandius mikroorganizmus (NOM), kuriamos bei tobulinalnos aplinkos biovalymo

technologij os, naudoj andios NOM.

Pastaraisiais metais ie5koma naujq bfldq gruntui, uZter5tam sunkiaisiais metalais, pesticidais,

nafta ir jos produktais, apvalyti, vis labiau domimasi galimybe panaudoti auk5tesniuosius

induodius augalus, jq Saknq sistem4. Augalq panaudojimas [vairios kilmes terSalq maZinimui

ar jq pilnutiniam nukenksminimui substrate vadinamas fitoremediacija. Fitoremediacijai

naudojamos [vairios augalq rd5ys, priklausandios mediniams, Zoliniams varpiniams,

ankstiniams (pupiniams) augalams. Sie augalai turi gerai i5vystyt4 Saknq bei Sakniastiebiq

sistem4. Jie greitai iSplinta uZteritame plote i5 neuiteritos zonos. Ant naftos produktams,

priklausomai nuo koncentracijos, atspariq augalq Saknrl ir Sakniaplaukiq - augalq rizosferoje

kaupiasi keliasde5imt kartq daugiau mikroorganizmr5 palyginti su toliau nuo Saknq ar

Sakniastiebiq esandiu gruntu. Augalq Saknys pasiZymi gerai i5reik5tu ekstraceliuliariniu

proteolitiniu aktyvumu. Del to mikroorganizmams sunkiai prieinamas organiniq junginiq

azotas tampa lengvai [sisavinamu. Augalq Saknys pasiZymi fosfataziniu aktyvumu. Jis

pagerina grunto organofosfatq ir i grunt4 [terpiamq superfosfato tr45q transformacij4. Fosforas

tampa geriau prieinamas [vairiems grunto fiziologiniq grupiq bei naftE oksiduojantiems

mikroorganizmams.

Induodiai augalai ne tik [sisavina grunto bei dirvoZemio tirpalo laisvuosius, o taip pat koloidq

sorbuotus jonus (katijonus ir anijonus), bet i5skiria I aplink4 [vairius organinius junginius

(dalis j,{ sudaro fiziologiSkai aktyvius junginius), kurie, kaip maisto Saltinis

mikroorganizmams, uZtikrina spartq jq dauginimqsi (Sud. K. Jankevidius ir R. Liuzinas.

Aplinkos biologinis valymas, 2003). TerSalq [siurbimas per augalq Saknis ir j,l

nukenlisminimas vis pladiau ir i5samiau tiriamas. Buvo parodyta, kad augalq Saknq sistemos
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peroksidazes in vitro dalyvauja fenoliq junginiq polimerizacrjoje, kuriuos pa5alina i5 tirpalq

(Alder, P. R. ir kt., Bioremediation of phenolic compounds from water with plant root surface

peroxidases. J. of Environment Quality, 1994).

DaugiaZiedZiai aromatiniai angliavandeniliai yra hidrofobiSki junginiai. Augalai juos [siurbia

silpnai. Tokiu bldu daugelis augalq tiesiogiai kai kuriq ter5alq skaidyme nedalyvauja. Jie savo

Saknq eksudatais gerina rizosferos mikroorganizmq augim4 ir taip dalyvauja ter5alq

kooksidacijoje (Kamath R. J. ir kt. Effects of plant-derived substrates on expression of

catabolic genes using a nah-lux reporter. Environmental Science and Technology,2004).

Daugelis augalq rfiSiq rizosferoje sudaro mikrobines cenozes, kurios pasiZymi gerai i5reikStu

degradaciniu potencialu. I5samiai iSnagrinetas Medicago sativa, Phragmites australis,

Sorghum sudanense, Festuca arundinacea, Oryza sativa, Panicum virgatum rizosferos

vaidmuo skaidant poliaromatinius angliavandenilius (Muratova A. ir kt. International Journal

of Phytoremediation, vol 5(2), 2003; Ho C. H. ir kt., Intemational Journal of

Phytoremediation, vol 9(2), 2001).

AukSdiau paminetq darbq ir daugelio kiq panaiaus pobddZio darbq trukumas yra tai, kad jie

yra laboratoriniq tyrimq stadijoje ir nera pritaikyi aplinkos biovalymui. Kol kas tik pavieniai

tyrimai yra panaudojami praktikos reikalams - naftos ir jos produktq skaidymui, be to

auk5diau mineti b[dai nera efektyvus, kai grunto uZterStumas nafta arba jos produktais yra

labai didelis ir siekia 30 000 mg/kg sauso grunto ir daugiau.

Artimiausias Zinomas nafta uZterSto grunto biovalymo b[das pateiktas LT 4593 B patento

apraSyme, kai esant grunto uZter5tumo naftos produktais koncentracijai ne didesnei kaip 6

000-7 000 mg/kg sauso grunto, I gruntE [seja naftos uZter5tumui toleranti5kas auk5tesniqjq

augalq (induodiq) - Zemds [kio kultlrq seklas, i5augina augalus ir jr4 rizosferq panaudoja

grunto biovalymui.

Sio iS esm€s poziryvaus b[do trukumas yra tas, kad jo praktinio panaudojimo galimybes yra

ribotos. Naftos produktai yra toksi5ki. Augalq sdklos, idant jos sudygtg [sejamos tik tuo metu,

kai naftos produktq koncentracija valomajame grunte sumaZeja iki 6-7 g/kg. Tuo tarpu gruntas

biovalymui paruoSiamas, kai jo naftine tarSa yra didele ir siekia apie 30 000 mg/kg grunto.
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ISradimo uZdavinys - pagerinti grunto, uZterSto naftos angliavandeniliais, valymo efektyvumq

esant grunto uZter5tumo naftos produktais didelei koncentracijai, siekiantiai 29 000-30 000

mg/kg sauso grunto, kartu atpiginti 5i proces4 naudojant nebrangi4 vietiniq Zemds fikio kultlrq

biomasq, padedandi4 intensyvinti svarbiq naft4 skaidandiq mikroorganizmq veikl4 ir aktyviai-

degraduojandiai veikiandiE naftos angliavandenilius.

UZdavinys i5sprendZiamas tuo, kad grunt4 uZter5t4 nafta arba jos produktais, biologinI valymq

vykdo tokiu budu: i uZter5tq grunt4 [terpia mineraliniq tr45q, uZter5t4 grunt4 [dirba,

homogenizuoja ir aeruoja j[ periodi5kai kultivuojant, uZter5tq grunt4 drdkina, kai grunto

uZter5tumo naftos produktais koncentracija yra didele, siekianti 29 000-30 000 mg/kg sauso

grunto, I grunt4 pradineje jo valymo stadijoje [deda fermentq (oksidaziq, katalazig

peroksidaziq), svarbiq naftq skaidandiq mikroorganizmq veiklai intensyvinti bei gebandiq

savaranki5kai skaidyti naftos angliavandenilius.

Fermentq (oksidazit5 katalazi6 peroksidazir$, gebandiq savarankiSkai skaidyti naftos

angliavandenilius, Saltiniu naudoja induodiq augaltl - Zemes Ukio kultUrq susmulkint4 Zaliqj4

biomase.

Induodiq augalq - Zemes fikio kultfirq susmulkinta lalioji biomase pasiZymi tuo, kad jos

sudetyje yra naftos produktus oksiduojandiq fermentq ir kitq fiziologi5kai aktyviq junginiq

svarbiq naft4 skaidandiq mikroorganizmq veiklai intensyvinti.

Grunto, uZterlto nafta arba jos produktais, biologiniam valymui naudoja i5 induoditl augalq -

Zemds [kio kultlrq parinktus Zieminius rugius (Secale cereale), kuriq Laliql4biomasE gamina

Zieminiq rugiq augalus smulkinant, kol minetq augalq kapojai siekia nuo maZdaug 1,5 iki

maZdaug 3,5 cm ilgio bei issiskiria augalines mas6s skystasis turinys.

Taip paruoSta augaline mase [terpiama I uZter5tq grunt4 geriau jame pasiskirsto, o esanrys

augalq kapojai padaro gruntE puresn[ ir sudaro s4lygas [siskverbti deguoniui I gilesnius grunto

sluoksnius, kur skystojo turinio fermentai tiesiogiai oksiduoja naftos angliavandenilius.

Zieminiq rugiq Zaliosios biomases naudoja ne maZiau 25 kg ne didesniam kaip 1000 kg

valomo naftos produktais uZter5to grunto kiekiui.
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Toks kiekis uZtikrina grunte esandiq naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq intensyvtl

dauginim4si ir efektyviq j q veikl4.

Vidutinio klimato juostoje I naftos produktais uZter5tq grunte valom4 ex situ s4lygomis

Zieminiq rugiq biomasq tolygiai paskleidZia uZter5tame valomajame grunte i. jq i valomq

grunt4 [terpia apariant pavasar[, geguZes pabaigoje - birZelio pradZioje, kai valomo grunto

temperat[ra ne Zemesne kaip 12-14 "C.

Pasirinkti Zieminiai rugiai tinkamiausi tuo, kad jie i5augina stiprias, gilias Saknis. Jie sudygsta

esant 1-2 oC grunto temperatfirai. Pavasari, kai tik dingsta paSalas, intensyviai ima augti rugiq

augalo antZemine dalis, geguZes pabaigoje, birZelio pradZioje jq Zalioji biomase yra

pakankama naftos produktais uZter5to grunto biovalymo darbams ex situ s4lygomis atlikti.

B[das realizuotas atrenkant Zemes [kio kultlras, tinkandias biovalymui. Atranka buvo atlikta

remiantis laukiniq augalq atspariq naftos produktams, morfologinemis ir fiziologinemis

savybemis. Panaudotas biologinis indikacinis grunto uZter5tumo naftos produktais metodas

kaip parodyta toliau pateiktame I pavyzdyje. Nusta$rta, kad naftos tarSai atspariausi yra tie

augalai, kurie turi gerai i5vyst5rt4 Saknq bei Sakniastiebiq sistem4. Tai Calamagrostis epigejos,

Carex arenaria, Carex hirta, Elytrigia repens, Leymus arenarius, Poa compressa, Artemisia

campestris, Cirsium arvense, Convolvulus arvensis, Tanacetum vulgare, Tussilago farfara.

Atrankai buvo naudoti laukiniai (savaiminiai) augalai. Laukiniais augalais naudotasi kaip

modeliniais augalais parenkant naftos produktams tolerantiSkas Zemes nkio kult[ras.

Nustatyta, kad savaiminiq augalq panaudojimas biovalymui gamybinemis s4lygomis yra

komplikuotas. Sudetinga surinkti jq seklas. Juos galima auginti tik tam tikromis dirvoZemio

s4lygomis. Kur kas universalesnes ekologiniq sqlygq poZi[riu yra Zemds [kio kultlros.

Bandymais i5 keliolikos Zemds flkio kultflrq buvo parinktos kelios kultfiros, o i5 jq kaip

tinkamiausia biovalymui atrinkta Zieminiq rugiq (Secale cereale) kultflra. Zieminiai rugiai

iSaugina stiprias, gilias Saknis. Jie sudygsta esant l-2'C grunto temperattrai. Jiems sudygti

nereikia daug dregmds. Pavasari, kai tik dingsta pa5alas, intensyviai ima augti antZemini

augalo dalis. Jo Zalioji biomase geguZes pabaigoje, birZelio pradZioje yra pakankama naftos

produktais uZter5to grunto biovalymo darbams ex situ sqlygomis atlikti'
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UZdavinio sprendimo esmd yra ta, kad natfral[s rugiq Zelmenys, [terpti i naftos produktais

(dyzelinas, mazutas) uZterSt4 substratq Siq produktq skaidym4 per 2l paros laikotarpi padidina

(2 pavyzdys) palyginti su kontrol e,29-36 o/o (dyzelino - 36 o/o, mazuto - 29 %)

Bandymuose naudojant nat[rali4 ir iSkaitint4 @rie 105 'C temperatlros per I par4) rugiq

Zelmenq biomasE nustatyta, kad mases kaitinimas jos poveiki naftos prodr-rktq skaidymui

sumaZina du kartus. Prieita i$vados, kad kaitinant rugiq biomasq (del ko susilpneja jos

destrukcinis aktyvumas) sukeliama biomases baltymq koaguliacija ir tuo padiu

inaktyvuojamos fermentq sistemos, dalyvaujandios naftos skaidymo procese (Sie fermentai yra

dvikomponendiai; sudaryti ir termolabilaus baltymo, vadinamo apofermento, ir kofermento, I

kurio sudet[ [eina B grupes vitaminai). I5samesniam rugiq biomases katalizes sarybiq

[vertinimui atliktas Sios biomasds, termi5kai neapdorotos ir termi5kai apdorotos, poveikio

tyrimas angliavandeniliq dekano, heksadekano ir naftaleno skaidymui.

Buvo nustatyta (3 pavyzdys), kad termiSkai neapdorota rugiq biomase (per palyginti trump4

laikotarpi - 7 paras) gerokai padidina angliavandeniliq skaidym4 (dekano sumaZejimas sieke

63 yo, heksadekano -24 o/o, sunkiai skaidomo naftaleno - iki 17 %). Termi5kai apdorotos

rugiq biomases poveikis naftos angliavandeniliq skaidymui buvo 2-3 kartus maZesnis. Tas

rei5kinys susijqs su rugiq biomases fiziologi5kai aktyviq medZiagg ir pirmiausia fermentg

inaktyvacija. [vertintas rugiq biomasds fermentU - oksidaziq katalaziq, peroksidaziq -

aktyvumas. Jis per vis4 tyrimo laikotarpL Q-21 paros) teigiamas ir gerai i5reik5tas (4

pavyzdys). Dar kart4 buvo parodyta, kad naftos angliavandeniliq skaidymo procesuose

reik5mingE vaidmen[ atlieka rugiq Zelmenq biomases biologiSkai aktyvios medZiagos -

aminorfig5tys, vitaminai, chlorofilai, fermentai. Linoma, kad naft4 oksiduojandiq

mikroorganizmq (NOM) augimui ir dauginimuisi reikalingos fiziologiSkai aktyvios

medZiagos. Dalis NOM geba savarankiSkai sintetinti visus b[tinus jt{ augimui organinius

junginius. Jie vadinami prototrofais. Dalis NOM Sio sintezes darbo nesugeba atlikti. Siuos

fiziologi5kai aktyvius junginius jie turi gauti i5 Salies. Sie NOI'I vadinami auksotrofais.

Rugiq Zelmenq biomase yra ne tik biogeniniq (mineralinir! medZiagq, bet ir didelio aktyvumo

junginiq - aminortgsdirt vitaming chlorofih; fermentq - Saltinis. Naftq oksiduojantys

mikroorganizmai, tiek prototrofai, tiek auksotrofai, savo lqsteles statybai ir naftos

angliavandenilius skaidandiq fermentq sintezei gauna dideles vertis junginius,
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palengvinandius tolesn€s j,t sintezds procesus. Rugiq biomases fermentai tiesiogiai

panaudojami naftos angliavandeniliq skaidymui. Rugiq Zelmenq biomases oksidacinis,

katalazinis ir peroksidazinis aktyvumas rodo, kad 5i biomase savo fermentais geba dalyvauti,

pana5iai kaip ir NOM, naftos angliavandeniliq skaidymo procesuose.

Didelis si[lomo grunto, uZter5to nafta arba jos produktais, biologinio valymo budo

prana5umas, o kartu ir i5radimo esmd yra ta, kad rugiq Zalioji biomase i naftos produktais

uZter5t4 grunt4 valant jy ex situ s4lygomis, [terpiama (5 paryzdys) esant didelei naftos tar5ai

(iki 30 000 mg/kg grunto). Si biomase vidutinio klimato zonoje i valomq gruntq iterpiama ir

tolygiai paskleidZiama visoje grunto storymeje pavasari, geguZes pabaigoje-birZelio pradZioje.

prieS [terpiant I gruntE rugiq biomase smulkinama, gaminami 2-3 cm ilgio kapojai, idant

biomases skystasis turinys bltq lengviau prieinamas grunto mikroorganizmants,

dalyvaujantiems biovalymo procesuose, o skystojo turinio fermentai tiesiogiai oksiduotq

naftos angliavandenilius.

Naudojamosios rugiq Zaliosios biomases kiekis neturi bfiti maZesnis kaip 25 ky'1000 kg

grunto, uZter5to naftos produktais.

1 pav.vzdys

DirvoZemio bei grunto tar54 nafta ir jos produktais labai gerai parodo augalai. Augalq bendrijq

degradavimo laipsnis - augalq ruSiq sudeties, gausumo, derlingumo, dydZio, projekcijos

sumaZejimo -priklauso nuo naftos koncentracijos grunte. Pagal iSradim4 parengtas biologinis

indikacinis grunto uZter5tumo naftos produktais metodas (grunto uZter5tumo kriterijai) leidZia

ne tik nustatyti tar5os apimti, bet ir i5ai5kinti labiausiai tar5ai atsparias augalq r[Sis.

Grunto uZter5tumo mazutu [vertinimo kriterijai

Laips-
nis

Grunto uZter5tumo

[vertinimas

Rodiklis, rodantis augalijos b[kles
suprastejim4 lyginant su kontrole

(%)

Biologines degra-
dacijos laipsnis

0 NeuZterSta MaZiau kaip 5 0

I Silonai uZter5ta 6  -  l 0 I

2 VidutiniSkai uZter5ta ( 1 ) r t  - 25 l l
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Vidutini5kai uZter5ta (2) rodo ribinq uZter5tumo mazutu koncentracijq - 5000 mg/kg sauso

grunto.

Grunto uZter5tum4 atitinkantys biodegradavimo laipsniai:

0 bendrijos sudarytos i5 normaliai iSsivysdiusi6 jai bldingq r[Siq augalq; rfiSiq skaidius,

[vairove ir projekcija atitinka bendrijos standart4.

I bendrijq r[5it1 sudetis ir struktlra pana5i i nat[ralig bet antropogenin[ poveiki patiriandiq

bendrijq; augalai esti kiek Zemesni, o rfrSiq [vairove netgi didesne del isikuriandiq

ruderaliniq rflSiq (Siuk5lynq ir uZne5tiniq augalq r[Sys).

il rfiSiq skaidius ir projekcija maZdaug 30 o/o malesne, augalai Zemesni.

III r[Siq skaidius, projekcija, b[dingq augalq auk5tis ir gyvybingumas 50 Yo nalesnis negu

nat0raliq augimviediq bendrijose.

IV maZar0Ses augalq grupuotds, sudarytos daugiausia i5 vegetuojandiq individq.

V augalq danga sunaikinta, gali bfiti pavienirS atsitiktiniq augalq.

2 pavyzdys

Siekiant nustatlrti induodiq augalq biomases gebe skaidyti naftos angliavandenilius

maksimaliai atsiribota nuo naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq tadiau jq neiSvengta. Jie su

naftos produktais pateko I bandinius.

Tyrimams substratu naudotas sterilus, i5kaitintas (kad jame sudegtq jame esandios organines

medZiagos) smelis. Panaudota rugiq Zelmenq biomase. Rugiq Zelmenys auginami iki 25-30 cm

aukSdio. Tyrimams naudota gerai sutrinta, tyrelds pavidalo masd. Ji panaudota nat[ralioje

(natyvineje) b[kleje ir i5kaitinta 105 oC temperatfiroje 24 val. (idant b[tq inakryvuotos

fziologiSkai aktyvios medZiagos, potencialiai gebandios suardyti naftos angliavandenilius).

Tyrimai atlikti su dyzelinu ir mazutu.

Registruoj ami rodikliai :

- naftos produktq (dyzelino, mazuto) kiekio kaita po 7, 17 ir 27 parq;

a
J VidutiniSkai uZter5ta (2) 2 6 - s 0 I I I

4 Labai uZterSta s l - 7 5 w
5 Ypad uZter5ta Daugiau kaip 75 V
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- vandenilio jonq koncentracijos (pH) dinamika tais padiais intervalais.

Tyrimai atlikti 25 "C temperatlroje.

Tyrimo (de5imtanario) schema buvo tokia:

I Kontrole -2 kg sterilaus smelio + 20 ml dyzelino.

2 Kontrole -2kg sterilaus smelio + 20 ml mazuto'

3 I variantas - 2 kg sterilaus sm€lio + 20 ml dyzelino + 200 g sutrintq rugiq Zelmenq.

4 2 variantas - 2 kg sterilaus smelio + 20 ml dyzelino + 50 g sutrintq rugiq Zelmenr-1.

5 3 variantas - 2 kg sterilaus smelio + 20 ml dyzelino + 200 g iSkaitinttl rugiq Zelmentl.

6 4 variantas - 2 kg sterilaus smelio + 20 ml dyzelino + 50 g i5kaitintq rugiq Zelmenq.

7 5 variantas - 2 kg sterilaus smelio + 20 ml mazuto + 200 g sutrintq rugiq Zelmenq.

8 6 variantas - 2 kg sterilaus smelio + 20 ml mazuto + 50 g sutrintq rugiq Zelmenq.

g 7 variantas - 2kg sterilaus smelio + 20 ml mazuto + 200 g i5kaitintq rugiq Zelmenq.

l0 8 variantas - 2 kg sterilaus smelio + 20 ml mazuto + 50 g iSkaitintq rugiq Zelmenq.

Vandenilio jonq koncentracija (pH) tyrimo variantuose kito maLai. Ji svyravo 6,5-J ,5 ribose.

Tyrimai parode teigiam4 rugitl Zelmenq biomases poveik[ naftos produktq (dyzelino, mazuto)

biodestrukcijai. Natural[s rugiq Zelmenys (200 gl2 kg substrato) dyzelino skaidym4 per 21

par4 palyginti su kontrole, padidino 36 yo, mazuto - 29 %.I5kaitintt1 rugiq Zelmenq poveikis

dyzelino ir mazuto skaidymui buvo du kartus maZesnis. Rugiq Zelmenys vertinami kaip naft4

oksiduojandiq mikroorganizmq mitybos Saltinis. Juose be pagrindiniq biogeniniq elementq-

mineraliniq medZiagg angliavandeniq ir baltymq yra fiziologi5kai aktyvitl medZiagq -

laisvqjq aminor[g5diq vitaminr6 chlorofilo, fermentq. I5kaitintq rugitl Zelmenq biomases

poveikis naftos produktq destrukcijai susilpneja del biomases baltymq koaguliacijos ir

fermentq inaktyvacijos. Fermentai, skaidantys naftos produktus, yra sudaryti iS dviejq

komponentq: termolabilaus baltymo, vadinamo apofermentu ir kofern'rento, i kurio sud6t[ [eina

B grupes vitaminai niacinas, 82 (riboflavinas), B1 (tiaminas), pantoteno rugStis ir Brz

(kobalaminas), taip pat geleZis (Fe), varis (Cu), cinkas (Zn), kobaltas (Co), molibdenas (Mo).

ISkaitindami rugiq Zelmenis sumaZiname kai kuriq termolabiliq B grupes vitaminq

koncentracij4 koaguliuojame fermentq baltymus ir tuo padiu inaktyvuojame paiius fermentus.

Be to, tirpius kalcio hidrofosfatus paverdiame netirpiais. Terminis rugiq Zelmenq apdorojimas
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del kuriq Lymiai sumaZejo naftos produktq

padejo atskleisti pagrindines prieZastis'

biodestrukcij os katalitines galios'

3 pavvzdys

I5samesniam rugiq biomases

ir i5kaitintos) Poveikis naftos

katal i t iniqsavybiq[vert inimuiatl iktasSiosbiomases(natural ios

angliavandeniliq skaidymui tyrimas'

Ty r imu ibuvonaudo jamis te r i l [ sang l i avanden i l i a i : dekanas ,heksadekanas 'na f ta lenas .

Dekanas (n-dekanas), CtoHzz' molekuline mase 142' 29 glmol'alkanq grupes angliavandenilis'

lydimosi temperatura - 30 oc, virimo - l74oc, tyrimui naudota 0'5 Yo ir 0'1 o/o koncentracijos

dekanas.

Heksadekanas (n-heksadekanas),

grupes angliavandenilis, lydimosi

7o koncentracij os heksadekanas'

CHr(CHz)rqCHr, molekuline

temperatlra - 18 oC, virimo -

mase 226,45 g/mol, alkanq

287 oC, tyrimui naudota 0,5

Naftalenas, CtoHa, molekuline mase 128'6

virimo temperatfira - 218 oC, lydimosi -

naftalenas.

Substratu naudota Capeko mitybine terpe be sacharoz€s'

Sterilios rugitt seklos issetos ant sterilaus filtravimo popieriaus ir 20 parq augintos bokse iki

zermenys pasieke 30 cm aukst[. zelmenys sutrinti iki tyreles. Tyreres dalis panaudota

nat[ralios bflkrds, kita dalis panaudota termiskai (iSkaitinta per 24 val. 105 oc temperathroje)

j4 apdorojus.

Sudaryta tokia bandYmq schema:

Kontrold - iapeko terpe be sacharoz€s su 0'5 0/o dekanu'

Kontrole - Capeko terpe be sacharozes su 0'5 o/o heksadekanu'

Kontrole - Capeko terpe be sacharoz€s su 0'5 7o naftalenu'

I variantas - eapeko terpe be sacharoz€s su 0,5 % dekanu + rugiq biomases lo oio, termiskai

neaPdorota'

g/mol, daugiaZiedis aromatinis angliavandenilis'

80,5 oC, tyrimui naudota 0,5 o koncentracijos
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2 variantas - eapeko terpe be sacharozes su 0,5 oh d,ekanu+ rugiq biomases 2.5 o .termiskai

neapdorota.

3 variantas - eapeko terpe be sacharozds su 0,1 %o dekanu + rugiq biomases l0 %.termi5kai

neapdorota.

4 variantas - eapeko terpe be sacharozes su 0,5 o% dekanu + rugiq biomases l0 %,termiSkai

apdorota.

5 variantas - iapeko terpe be sacharozds su 0,5 o/o dekanu + rugiq biomases 2,5 yo,termiSkai

apdorota.

6 variantas - eapeko terpe be sacharozds su 0,1 % dekanu + rugirp biomases l0 yo,ternii5kai

apdorota.

7 variantas - eapeko terpe be sacharozds su 0,5 o/o heksadekanu + rugiq biomases l0 yo,

termiSkai neapdorota.

8 variantas - iapeko terpe be sacharozds su 0,5 % heksadekanu + rugiq biomases l0 yo,

termiSkai apdorota.

9 variantas - iapeko terpe be sacharozds su 0,5 Yo naftalenu + rugiq biomases l0 %.

termiSkai neapdorota.

l0 variantas - eapeko terpe be sacharozds su 0,5 Yo naftalenu * rugitl biomases l0 %.

termiSkai apdorota.

Bandymo trukme - 7 paros.

Patikrintas tyrime naudotq angliavandeniliq garavirno intensyvumas. Po 7 parykontrolinese

kolbose nustatyta, kad dekano kiekis sumaZejo 70,5 oh; naftaleno -26,4 %; heksadekano - 5,0

%' Angliavandeniliq skaidymo intensyvumo apskaita atlikta remiantis likusiu po nugaravimo

angliavandenilio kiekiu.

Tyrimq rezultatai parode ry5kq angliavandenilio dekano sumaZejimq variantuose su iapeko

terpe ir Laliala rugiq Zelmenq biomase. Tas sumaZejimas sieke beveik 63 % (0,1 yo dekano +

l0 % Zelmenq biomases) ir daugiau (0,5 oA dekano + l0 %o Zelmenq biomases). MaZiau

suskaidyta dekano (55 %) tame variante, kuriame biomases 2,5 oA (2 variantas). Dekano

sumaZejimas variantuose (4, 5, 6), kai panaudota termiSkai apdorota rugirl Zelmenq biomasd,

siekia apie l8 0/, ir yra tris kartus maZesnd palyginti su tais atvejais, kai naudota Zalioji rugiq

Zelmenq biomase. Tas rodo, kad terminis Zelmenq biomases apdorojimas inaktyvuoja jos

fiziologiSkai aktyvias medZiagas.

1 0
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Heksadekanas skaidomas silpniau nei dekanas. Variante su termi5kai neapdorota rugitl

biomase nustatyta 24 Yo angliavandenilio, o su termi5kai apdorota du kartus maZiau - 12 %.

Dar silpniau skaidomas naftalenas, nuo 5 % (10 variantas) iki 17%(9 variantas). Desningumas

i5lieka tas pats: kai naudojama termiSkai neapdorota rugiq biomasd, skaidymo efektas yra2-3

kartus didesnis palyginti su termi5kai apdorotu rugiq biomases variantu, ir tas 1'ra susijq su

fiziologiSkai aktyviomis medZiagomis, jq inaktyvacija.

4 pavyzdys

[vertinta rugiq biomases fermentq [taka naftos angliavandeniliq degradacijai.

Tyrimui panaudota heksadekanas 0,5 %oir dyzelinas 1,0 0/o.

Angliavandeniliai naudoti sterilioje M9 mineraliniq druskq terpeje be anglies Saltinio

(Sambrook ir kt., 1989).

Naudota Zalioji rugiq biomas6, 2,5 o6jos kiekio terpeje.

Nustatyta angliavandeniliq kiekio kaita [ 7, 14 ir 2l para, Dyzelino angliavandeniliq frakcijq

kiekis nustatytas chromatografiniu btdu.

[vertintas oksidacinis, katalazinis ir peroksidazinis aktyvumas. Oksidaciniam aktyvumui

nustatyti naudotas I % NNN'N'-tetra-metil-p-fenilendiamino dichlorido ir I 04 askorbo

r[g5ties tirpalq miSinys santykiu 1:1.

Katalazinis-peroksidazinis aktyvumas [vertintas 0,2 % katecholio ir I o% vandenilio peroksido

HzOz t irpalu l :1.

Darbo schema sudaryta tokia:

Kontrole - mineraline terpe be anglies Saltinio + 2,5 o rugiq Zelmenq biomases.

I variantas - mineraline terpe be anglies Saltinio + 2,5 o/o rugiq Zelmenq biomasds + 0,5 o

heksadekano.

2 variantas - [ nesterili4 dirv4 [neSta 1,0 yo dyzelino, kuri sumaiSoma su 2,5 %c rugit1

Zelmenq biomases.

1 l



LT 5579 B

Tyrimas parodd, kad heksadekano kiekis skystoje mineralineje terpeje su Zali4ja rugiq biomase

sumaZeja 64 %. Analogi5ki rezultatai gauti su dyzelino kiekio ir jo frakcijq kitimtr

dirvoZemyje, sumai5ytame su rugiq Zelmenq biomase. Dyzelino buvo suskaidyta beveik 70 yo,

i5 kuriq alkanq frakcijai tenka 65 yo, o aromatinei - 5 Yo.

Rugiq Zelmenq biomases fermentinio aktyvumo duomenys pateikiami lenteleje

Fermentai Paros

I t 4 2 l

Oksidazes + + -t-

Katalaze + -r +

Peroksidaze -t- -r -r

Tyrimo duomenys rodo, kad naftos angliavandenilio heksadekano bei dyzelino (alkanq ir

aromatinds frakcijos) skaidymo procesuose reikSming4 vaidmen[ atlieka rugiq Zelmenq

biomases fiziologiSkai aktyvios medZiagos (aminorfig5tys, vitaminai, chlorofilai, fermentai).

Rugiq biomaseje gerai i5reik5tas oksidacinis, katalazinis ir peroksidazinis aktyvumas.

Rugiq Zelmenq potenciniam oksidaciniq redukciniq fermentq aktyvumui ivertinti buvo atliktas

papildomas bandymas jodometriniu b[du. Buvo panaudota 25 g rugiq Zelmenq. Jie buvo

sutrinti su 10 ml metafosforo rugSties (5i4r[g5t[naudojame 5 proc.). Turin[perkeliame [ 100

ml matavimo ind4 (grustuveli nuplauname ta padia metafosforo r[g5timi, o tirpal4 supilame i

tE pati matavimo inda). Ind4 metafosforo r0g5timi papildome iki 100 ml. Mi5ini paliekame

stoveti 3 val. (karts nuo karto ji mai5ome, suplakame). Po to filtruojame pro popierini filtrq.

Imame 25 ml filtrato. [ filtrat4 pridedame kelet4 la5q krakmolo kleisterio (naudojarne I Yo

krakmolo kleister). Titruojame jI Liugolio tirpalu (0,005 nJ tirpalo i5tirpinto KJ tirpale) iki

pamelynavimo.

Oksidacinis redukcinis 100 g rugiq Zelmenq aktyvumas nustatytas pagal fomrulE

kur a - titravimui

medZiagos masd.

a x b x l 0 0

c

sunaudoto jodo tirpalo

t2

mI0,005 nJ t irpalo,

kiekis ml, b - praskiedimas, c - analizuojarnos
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Tyrimai parod€, kad rugiq Zelmenq (100 g) potencinis redukcinis aktyvumas iSreiSkiamas

227,2 ml 0,005 nJ t irpalo.

5 pavyzdys

Atliktas rugiq Zaliosios biomases panaudojimo naftos produktq - mazuto skaidymui tyrimas

gamybinemis s4lygomis. Valomo, uZter5to mazutu (10 000 mg/kg) grunto sklype parinkti

keturi 50 m2 dydZio bareliai - 2 kontroliniai ir 2 bandomieji. Mazut4 sudaro tokie

angliavandeniliq kompleksai (%): parafinq-naftenq angliavandeniliai l5; olefinai ir

ciklodiolefinai - 5; alkilaromatiniai angliavandeniliai - l; alkildiaromatiniai angliavandeniliai

- 4; poliaromatiniai angliavandeniliai -20;beveno dervos - 30; alkoholio benzeno dervos -

25.

Tiek kontroliniuose, tiek bandomuosiuose bareliuose vandenilio jonq koncentracija (pH) buvo

6,5-7,5 ribose. Valomas gruntas vienodai buvo trE5iamas mineralinemis NPK trqSomis. Jis

inokuliuotas naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq kompleksu. Palaikoma grunto normali

drdgmd (60 % jo vandentalpos). Gruntas aeruojamas, reguliariai ji purenant ir

homogenizuojant.

{ valom4 grunt4 (2 barelius), kurio sluoksnio storis 40 cm ir svoris 64 000 kg [terpta rugiq

Zaliosios masds 1600 ks.

Tyrimas parodd, kad rugiq Zalioji biomase mazuto skaidym4 palyginti su kontrole, padidina

tokiu mastu, kuris prilygsta laboratorinemis s4lygomis gautiems rodikliams.

Patentuojamas grunto, uZter5to nafta arba jos produktais, biovalymo b[das panaudojant

indudiq augalq Zaliosios biomases fermentus leidZia efekryviai valyi uZter5t4 grunt4 ex situ

arba in sila esant grunto uZter5tumo naftos produktais didelei koncentracijai, siekiantiai 29

000-30 000 my'kg sauso grunto, kartu leidZia atpiginti 5[ proces4 naudojant nebrangias

vietines Zemes lkio kult[ras, padedandias intensyvinti svarbiq naft4 skaidanciq

mikroorganizmq veikl4 ir aktyviai veikiandi4 naftos angliavandeniliq biodegradacijq.

Patentuojamas bldas gali b[ti efektingai panaudotas avarijq metu I grunt4 parekusiems

angliavandeniliams ter5alams likviduoti vidutinio klimato juostoje.

l 3
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l. Grunto, uZter5to nafta arba jos produktais, biologinio valymo budas, kai I uZterSt4 gruntq

[terpia mineraliniq tr45q, uZter5t4 grunt4 [dirba, homogenizuoja ir aeruoja ji periodiSkai

kultivuojant, uZter5tEgrunt4drekina, besiskiriantis tuo, kad esant grunto uZter5tumo naftos

produktais didelei koncentracijai, siekiandiai 29 000-30 000 mglkg sauso grunto, I gruntE

pradineje jo valymo stadijoje [deda fermentq (oksidaziq katalaziq, peroksidaziq), svarbiq

naft4 skaidandiq mikroorganizmq veiklai intensyvinti bei gebandiq savaranki5kai skaidyti

naftos angliavandenilius.

2. Bfldas pagal I punktq besiskiriantis tuo, kad kaip fermentq (oksidazig katalazi6

peroksidaziq), gebandiq savarankiSkai skaidyti naftos angliavandenilius, Saltini naudoja

induodiq augalq - Zemes [kio kulttrq susmulkintqLaliaJqbiomasQ.

3. B[das pagal 2 punktq besiskiriantis tuo, kad kaip induodiq augalq - Zemes lkio kult[rq

susmulkintqlaliqqbiomasE naudoja Zieminiq rugiq (Secale cereale) susmulkint4 biomasg.

4. B[das pagal 3 punktq besiskiriantis tuo, kad minet4 Zieminiq rugitl susmulkintq

biomasp gamina Zieminir4 rugiq augalus smulkinant, kol mindtq augalq kapojai siekia nuo

maZdaug 1,5 iki maZdaug 3,5 cm ilgio bei iSsiskiria augalines masds skystasis turinys.

5. BDdas pagal 2-4 punktus, besiskir iantis tuo, kad Zieminiq rugiq Zaliosios biomases

naudoja ne maZiau 25 kg ne didesniam kaip 1000 kg valomo naftos produktais uZter5to grunto

kiekiui.

6. B[das pagal 2-5 punkt4 besiskir iantis tuo, kad Zieminiqrugiq Zaliq4biomasE tolygiai

paskleidZia uZter5tame valomajame grunte ir je i valomE grunt4 [terpia apariant.

7. B[das pagal 6 punkt4 besiskir iantis tuo, kad vidutinio kl imato juostoje I naftos

produktais uZterSt4 gruntE valom4 ex situ sqlygomis Zieminiq rugiq biomasq tolygiai

paskleidZia uZter5tame valomajame grunte ir jq i valomq gruntq [terpia apariant pavasari,

geguZes pabaigoje - birZelio pradZioje, kai valomo grunto temperat[ra ne Zemesne kaip l2-1,1
oc.
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