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LT 5587 B

ISradimas priklauso biotechnologijos, ekologines mikrobiologijos ir aplinkos apsaugos sritims
ir tinka naudoti vandens ir grunto uZterStumo lygiui jvertinti, naujy naftos telkiniy paieskai,
vandens ir grunto, uZterSto nafta bei jos produktais, biologinio valymo ex situ arba in situ

salygomis intensyvumui jvertinti.

Pastaraisiais metais identifikuota apie 100 nafta oksiduojanéiy mikroorganizmy (NOM) riisiy
(prie§ keliasde$imt mety ju buvo Zinoma tik kelios radys). Sios rasys priklauso
Achromobacter, Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Bacterium, Brevibacterium,
Chromobacterium,  Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Mycobacterium,
Nocardia, Pseudomonas, Rhodococcus, Candida, Debaromyces, ‘Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Cladosporium, Penicillium, Trichoderma ir kt. gentims (sud. Jankevigius K.,
LiuZinas R., Aplinkos biologinis valymas, V. 2003, 343 p.). Ju fiziologinés-biocheminés
savybés yra skirtingos. Vienos ridys (Trichoderma lignorum) bei smulkesni jy taksonai
isisavina gliukozg, sacharozg, manita, krakmolg ir kitokius karbohidratus, nitratus, amonio
druskas, baltymy hidrolizatus, aminoriigitis. Kitos riiSys (4cefobacter pasterianus) nesugeba
fermentuoti gliukozés, sacharozés bei daugelio kity angliavandeniy. Skirtinga NOM mityba
i8ry8kéja ne tik vartojant anglies (C) bei azoto (N) mitybos 3altinius, bet ir kita jy mineraling
mityba.

Siuo metu NOM kiekiui aplinkoje nustatyti naudojamos kelios deSimtys mitybiniy terpiy.
Buvo atlikta daZniausiai naudojamy NOM kiekiui nustatyti Capeko, Raimondo ir
kaupiamosios kultliros mineralinés mitybinés terpés (ziaréti - sud. Jankevi¢ius K., LiuZinas
R., Aplinkos biologinis valymas, V. 2003, p 123, p. 136), bei 13-os mitybiniy agarizuoty
terpiy, parinkty pagal jvairius mikrobiologinés literatiiros 3altinius, revizija, jvertinant jy
mitybines galias pagal iSaugusiy NOM (bakterijy ir mikromicety) skai¢iy. Atlikti bandymai
parodé nagrinéty NOM mitybiniy terpiy tinkamuma ir jy triikumus. Tai parodyta toliau
pateiktais bandymy pavyzdZiais.

Atliktais bandymais parodyta (1 pavyzdys), kad identifikuojant NOM jvairove (ju $tamus)
tinkamesné yra Capeko (palyginti su Raimondo) mineraliné mitybiné terpé. Capeko terpéje

iSaugo 38 §tamai, kai Raimondo ~ tik 10 (kontroliniame variante — be angliavandeniliy i3augo
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iSaugo 38 Stamai, kai Raimondo ~ tik 10 (kontroliniame variante — be angliavandeniliy iSaugo
97 kultuiros). Tas paaidkinama NOM citoplazmos koloidy ir mitybinés terpés jony saveika. |
NOM lasteles i§ terpés patenka ne vienos, o keliy rii$iy jonai. Vyrauja tie jonai, kuriy kinetiné
energija yra didesné. Kai terpéje santykis tarp jony yra subalansuotas (fiziologiskai islygintas),
tokia terpé NOM vystymuisi yra tinkamesne.

Tolesni tyrimai (2 pavyzdys) parodé, kad dar geriau subalansuota nei Capeko mitybiné terpé
yra kaupiamosios kultiiros terpé. Pastarojoje iSauginta NOM 10 kultiiry, kai Capeko terpéje tik

3 (panaudotas kitoks nei 1 pavyzdyje atveju naftinés tarfos Saltinis).

Zinomy 13 mitybiniy terpiy tinkamuma NOM auginti jvertinome tokiu bidu. Nafta
oksiduojanc¢iy mikroorganizmy 3altiniu (inokuliatu) naudojome nuo naftos produkty dalinai
apvalyta grunta. Jis imtas i§ 7 viety (maZdaug po 100 g) ir sudarytas bendras méginys. Pries
bandymga gruntas pertrinamas ir gerai sumaiSomas. Atsveriama 10 g grunto, patalpinama j
kolbute su 90 ml sterilaus vandentiekio vandens ir kratoma 10 min. Pirmas skiedimas atitinka
1:10 arba 10" skiedima. Gauta suspensija skiedZiama perneSant 1 ml suspensijos | mégintuvélj
su 9 ml sterilaus vandens. Taip paruo§iamas keletas praskiedimy 1:100, 1:1 000, 1:10 000,
1:100 000 (iki 10”). I3 pasirinkto suspensijos praskiedimo po 1 ml pilama { Petri lék3tele ir
uipilarha iStirpinta praauSusia agarizuota mitybiné terpe. Kai kuriais atvejais séta pavirdiniu
budu, kai 0,1 ml suspensijos paskleidZiama sustingusios terpés pavirSiuje $pateliu. Petri
lekStelées su mikroorganizmais inkubuojamos termostate 26°C temperatiiroje 5-10 pary.
Suskaiiuojamos iSaugusios mikroorganizmy kolonijos ir apskai¢iuojamas jy prady (kolonijas

sudaranciy vienety — ksv) kiekis 1 g sauso grunto.

Analitinémis svarstyklémis atsveriamas 1 g tiriamo grunto, patalpinamas i stiklinius biuksus ir
dZiovinamas 105°C temperatiroje iki pastovaus svorio. Mikroorganizmy skai¢ius
skai€iuojamas pagal formul¢ n = abc/d, kur n — mikroorganizmy (lastelés arba kolonijas
sudarantys vienetai - ksv) skai¢ius 1 g sauso grunto, a — léksteléje iSaugusiy kolonijy skaicius,
b — suspensijos praskiedimas, ¢ — pasétos suspensijos tiiris (ml), d ~ sauso dirvoZemio svoris.
Vidurkis skai¢iuojamas i§ trijy pakartojimy (LST ISO 10381-6, 1998). Tyrimai atlikti
naudojant 13 standziy terpiy (pridedant po 2 % agaro), parinkty pagal jvairius mikrobiologinés

literatiiros $altinius. Tyrimy rezultatai pateikiami 3-5 pavyzdZiuose. Juose nurodoma terpés
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eilés numeris, pavadinimas, literatiiros 3altinis ir tyrimy duomenys. Terpés surikiuotos
(didéjantia tvarka) pagal mikroorganizmy (bakterijy, mieliy, mikromicety), ifaugusiy ant
tirlamyjy mitybiniy terpiy, skai¢iy (ksv x 10%).

NOM minimalus skaiius (nuo 33,2 — 4 terpé iki 99,4 ksv x 10* - 8 terpe) iSaugo 2, 4, 8, 12
terpéje. Tarping padeti uzéme 1, 3, 9, 10, 11, 13 terpé (nuo 131,0 — 1 terpé iki 177,7 ksv x 10*
= 3 terpé). DidZiausias NOM skai€ius rastas 5, 6, 7 terpése (nuo 244, 2 — 5 terpé iki 322,9 ksv
x 10* - 6 terpé). Skirtumas tarp NOM maZiausio ir didZiausio skaiiaus, rasto mitybinése
terpése, yra didziulis (33,2 ksv x 10* - 4 terpé ir 322,9 ksv x 10°-6 terpe). Jis sudaro beveik
970 % (9,7 karto). Sj skirtuma galima paaiskinti tuo, kad 4 terpés jonuy santykis néra
subalansuotas. 4 terpéje daugiau fosforo (P) nei azoto (N). 6 terpéje N:P santykis yra
normalus, atitinka NOM lastelése esanti N:P santykj. NOM lastelése azoto randama nuo 10 iki
12 %, (bakterinése lastelése 12 %, mikromicety 10 %). Fosforo kiekis NOM sausoje
biomas¢je siekia 1,5 %. Tokiu biidu N:P = 10-12 : 1,5. Tokio Siy pagrindiniy mitybos
elementy santykio néra 2, 4, 8, 12 terpése (3 pavyzdys); 3, 9, 10, 11, 13 terpése (4 pavyzdys).
Daugelyje aptariamyjy terpiy 2, 4, 12 (3 pavyzdys); 1, 3, 9, 13 (4 pavyzdys); 5, 6 (5 pavyzdys)
naudojamos amonio druskos. Autoklavuojant Sias terpes, kai pH esti Zemiau 7, dalis amoniako

iSgaruoja, ir terpés azoto deficitas dar labiau padidéja.

Terpése, i3skyrus 2 terpe, néra mikroelementy Zn, Mn, Cu, Co, J, B, Mo. Sie mikroelementai
esti NOM oksidaciniy-redukciniy fermenty sudétyje, vadinami kofaktoriais, ir terpéje

reikalingi.

Terpése (iSskyrus 4 terpe, kai panaudojamas tik vienas vitaminas — tiaminas) néra vitaminy.
Tokie vitaminai kaip tiaminas (B;), riboflavinas (B,), pantoteno riigitis (Bs), nikotino riigitis
(PP), piridoksinas (Bg) jeina | NOM fermenty sudétj, sudaro jy sudétine dalj — kofermentus, ir

turi biiti naudojami.

Nei vienoje (i$ 13) terpéje nepanaudoti kompleksiniai organiniai junginiai, sudarantys su
metaly katijonais kompleksinius junginius. Mikroelementy iskritimo | nuosédas isvengiama
tuo atveju, kai juos sujungiama i ciklinius kompleksinius junginius vadinamus chelatus
(Zznyplinius junginius). Ypa& svarbu i3saugoti terpéje gelezi (Fe). Ji {eina i daugelji NOM

fermenty (kofaktoriy) sudéti. Siam reikalui naudojami kompleksus sudarantys junginiai:
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EDODA -  etilendinitril-N,N"-bis(2’-oksifenil)-N,N’-diacto rugstis; DCTA -
diaminocikloheksano — N,N-tetracetatas; NTA — nitriltriacetatas; polifosfatas — [PnO3n+1]("+2),

kur n~ 5; SSR — S-sulfosalicilo riigitis ir EDTA - etilendiamintetraacto rugstis.

Aptariamose terpése naudojamos (kaip anglies S$altinis) didelés naftos produkty
(angliavandeniliy miSinys, benzinas, mazutas, nafta) koncentracijos. DaZniausiai jos siekia
10,0 ml/1 (3, 4, 5 pavyzdZiai), kai kuriose terpése (2, 4) net 50,0 ml/l, ir tik vieninteléje 3-oje
Bushnell-Haas terpéje (Ziiiréti - sud. Jankevi¢ius K., Liuzinas R., Aplinkos biologinis
valymas, V. 2003, p. 123) panaudota 0,5 ml/l angliavandeniliy. Naftos produktai NOM taip

pat, kaip ir kitus mikroorganizmus bei makroorganizmus, dalinai apnuodija (inhibuoja).

Nafta oksiduojandius mikroorganizmus (NOM) skirstomi i dvi grupes — hidrofilinius ir
lipofilinius mikroorganizmus. Dvifazéje sistemoje vanduo — angliavandeniliai (nafta ar jos
produkfai), hidrofiliniai mikroorganizmai telkiasi vandens, o lipofiliniai — angliavandeniliy
(naftos) fazéje. Hidrofiliniai mikroorganizmai skaido tik tuos naftos junginius, kurie iStirpg
vandenyje, lipofiliniai — vystosi pa€ioje naftoje, jos pléveléje, naftai yra atspariis. Gamtinémis
salygomis vyrauja hidrofiliniai NOM, lipofiliniai NOM mazZiau i3plit¢, priklauso
Mycobacterium, Corynebacterium, Nocardia, Arthrobacter, Rhodococcus gentims. Naftos bei
jos produkty slopinamaji poveiki NOM hidrofilams matome palyging mikroorganizmy,
iSaugusiy 3 ir 13 terpése (4 pavyzdys). Terpés savo sudétimi yra vienodos, skiriasi tik naftos
produkto kiekis jose (3 terpéje - 0,5 g/l, o 13-oje - 100 g/l). 3-oje terpéje NOM skaiius yra
didesnis (177,7 ksv x 104) nei 13-oje (160,0 ksv x 104). Kur kas iSsamiau NOM augimo
priklausomybé nuo naftos produkto ir jo koncentracijos parodyta specialiu tyrimu (6
pavyzdys). DidZiausias NOM skaiéius nustatytas terpése (6 ir 13 terpés), kai anglies Saltiniu
naudojama nafta. Geriausiai NOM vystosi, esant maZiausiai naftos produkto koncentracijai (6-
je terpéje, esant 5 g/l naftos produkto NOM skailius siekia 129,7 ksv x 10*, o esant 50 g/l
naftos produkto NOM skaitius - tik 27,8 ksv x 104, taigi naftos produkto kiekj terpéje
padidinus 10 karty, NOM skaidius terpéje sumazéja 4,7 karto). Tokia pat NOM skaiciaus kaita
stebima, naudojant 13-aja terpe. NOM skai&ius, padidinus naftos kieki terpéje nuo 5,0 g/l iki
50,0 g/1, sumazéja 7,3 karto. Si désninga NOM skaiciaus kaita priklausomai nuo naftos ar jos

produkty kiekio terpéje matoma anglies 3altiniu naudojant dyzeling ir mazuta (6 pavyzdys).
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Sie duomenys yra svarbis ne tik analizuojant 1-13 mitybines terpes, bet ir valant naftos
produktais uZterSta grunta ex situ salygomis. Valomas gruntas, siekiant sudaryti palankesnes
NOM fermentinei veiklai salygas, turi biti maiSomas su jau idvalytu gruntu taip, kad
valomajame grunte naftos produkty (pvz., mazuto) kiekis nevirsyty 30,0 g/kg grunto. Tokio
grunto biovalymas vidutinio klimato salygomis (Lietuvoje) uZtrunka apie 90-100 pary

(uztenka vieno vegetacinio periodo).

Artimiausia i§ 13-os NOM auginimui naudojamy terpiy, kaip prototipas, pasirinkta Bushnell-
Haas terpé (jos sudétis pateikta 4 pavyzdyje). Joje gerai auga nafta oksiduojancios bakterijos,

mieliagrybiai ir mikromicetai. Tai parodyta specialiu bandymu (7 pavyzdys).

Sios terpeés triikumas yra tas, kad joje nepanaudotas molibdenas (Mo), kuris svarbus NOM
mitybai. Taip pat nepanaudoti mikroelementai Zn, Mn, Cu, Co ir kt., vitamininés medziagos
(tiaminas, riboflavinas, pantoteno riigitis ir kt.), ieinan¢ios { NOM oksidaziy-reduktaziy ir kity
fermenty sudéti. Terpéje néra kompleksony, kurie sudaro su metaly katijonais kompleksinius

junginius ir neleidZia jiems iskristi | nuosédas.

ISradimo uzdavinys — pagerinti nafta bei jos produktais uZter$toje aplinkoje NOM kiekiui
nustatyti vartojamy terpiy sudetj, parengti NOM augimui tinkamesne, nei iki $iol naudojamos,
mitybing terpg, kai aerobinémis salygomis iSauginama didesnis NOM skaigius, tiksliau

parodantis aplinkos (grunto, vandens) tar$os naftos produktais lygj.

UZdavinys i3sprendZiamas panaudojant NOM augimui bitinus elementus ir biologiskai

aktyvias medZiagas, jeinancias | NOM fermenty, skaidanciy nafig ir jos produktus, sudetj.

Nafta oksiduojan¢iy mikroorganizmy terpés gavimui i ja inesa naftos produktus, pagrindinius
biogeninius mitybos elementus, mikroorganizmus kultivuoja aerobinémis salygomis esant
palankiam temperatiiros rezimui, taip pat i terpe ideda neapdorota naftg ir karbohidratus kaip
anglies 3altinj, subalansuoja anglies, azoto, fosforo, kalio tarpusavio kiekius, jterpia
mikroelementus, vitaminus, kompleksonus, svarbius nafta skaidan&iy mikroorganizmy veiklai

intensyvinti.
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Sitilomoje terpéje greta naftos produkty kaip anglies 3altini naudoja nafta 1,0-5,0 ml/l ir
sacharoze 2,0-10,0 g/l, o tam, kad biity sudarytas buferinis tirpalas, palaikantis terpés
vandenilio jony koncentracija pH lygia 7, fosforo 3altiniu naudoja KH,PO,; 0,9-1,0 g/l ir
K;HPO, 0,4-0,5 g/l, be to palaiko optimaly terpés C:N:P:K santykj, atitinkantj

mikroorganizmy lastelés elementy sudetj, kuris sudaro 100:5-7:1:1.

| terpé jveda cinko (Zn), mangano (Mn), jodo (J), boro (B), molibdeno (Mo) mikroelementus,
kiekvieno 0,004-0,005 g/l koncentracijos ir vario (Cu), kobalto (Co) mikroelementus,

kiekvieno mazdaug 0,001 g/l koncentracijos.

Be minéty mikroelementy i terpe ideda vitaminus, tokius kaip tiaming (B,), riboflaving (By),
pantoteno rigstj (Bs), nikotino riigitj (PP), piridoksing (Bs), kiekvieno ju ne daugiau kaip 0,2
mg/l, o nafta oksiduojandiy mikroorganizmy grupes, platy jy spektra, kultivuoja agarizuotoje
terpéje 23-26°C temperatiiroje, geriau 25-26°C temperatiiroje.

Taip paruoltoje terpéje ir esant subalansuotiems anglies, azoto, fosforo, kalio tarpusavio
kiekiams jterpus mikroelementus, vitaminus, kompleksonus, svarbius nafta skaidanciy
mikroorganizmy veiklai intensyvinti ir palaikant optimalia terpés temperatiira, uztikrinamas
NOM gyvybingumas, geras vystymasis ir intensyvus dauginimasis, o tuo patiu ir pasiekiamas

tikslas - aerobinémis salygomis ifauginama didesnis NOM skaiCius.

NOM augimui biitinus elementus skirstomi i 3 grupes. Jas sudaro augimui biitini elementai —
be pagrindiniy C, H, O, N, P, K, S, Mg, reikalingi Ca, Mn, Fe, Co, Cu, Zn elementai;
mazesnio poreikio elementai — B, Na, Al, Si, Cl, V, Cr, Ni, As, Se, Mo, Sn, J; ir elementat,

kuriy poreikis visai menkas — Be, F, Se, Ti, Ga, Ge, Br, Zr, W.

NOM naudoja jvairias azoto (N) formas — organinj ir neorganini azota. Kai kurios
aminoriigitys veikia kaip augino faktoriai. Asparagino rligStis ir alaninas jjungiamas }
bakterijy lasteliy sieneles. Formuojamoje terpéje naudojamas nitratas (NaNO;), o

aminoriigsciy $altiniu — sojos miltai.
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Fosforas (P) NOM terpéje naudojamas neorganiniy fosfaty pavidalu (glicerofosfatas bei
fosfolipidai beveik nenaudojami). Naudojamas KH,PO4 ir K;HPO,, kas leidzia terpés pH
iSlaikyti neutralioje (pH — 7) bukléje.

Kalis (K) susijes su ribonukleino riigd¢iy gamyba. Jo poreikis priklauso nuo terpés pH. Kai pH

sumazéja nuo 7 iki 6 (terpé partgstéja), tuomet K kiekis lastelése padideja 30 %.

Magnis (Mg) svarbus NOM augimui. Kai jo truksta, sumazéja NOM augimo intensyvumas.
Mg i terpe ivedamas MgSOy pavidalu. Siera (S) NOM naudojama aminoriigdCiy cisteino ir

metionino sintezei, o taip pat kai kuriy vitaminy (tiamino, biotino) gamybai.

NOM éugimui reikalingi mikroelementai (jeina i fermenty sudéty) Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Mo, J,
B ir vitaminai - tiaminas (B,), riboflavinas (B,), pantoteno rigstis (Bs), nikotino riigstis (PP),
piridoksinas (Bs) (dalyvauja kofermenty sudétyje). Sios biologiskai aktyvios medziagas
terpéje panaudojamos. Jy kiekis terpéje nustatomas remiantis NOM sausoje biomaséje esama

$iy junginiy koncentracija.

Sudarytoje terpéje, siekiant i$vengti Fe nuostoliy, naudojamas kompleksonas EDTA -
etilendiamintetraacto rugstis, kuri sudaro kompleksinius junginius su mikroelementais ir taip

paalina jy i8kritima ir nusédima. Kompleksono j terpe ideda mazdaug 0,15 g/l.

Sidloma naftg oksiduojan¢iy mikroorganizmy terpé apima naftos produktus, pagrindinius
biogeninius mitybos elementus, azota, fosfora, kalj, magnj, kalcj, ir jos turinj sudaro: nafta —
1,0-5,0 ml/l, sacharozé (arba melasa) — 2,0-10,0 g/l, sojos miltai — 5,0 g/l, alaus misa —
mazdaug 5,0 ml/l; makroelementai drusky pavidalu: NaNO; — 3,0 g/l, KH>PO,4 - 0,9-1,0 g/l,
K>HPO, - 0,4-0,5 g/l, MgSO,4 x 7H,0 - 0,5 g/l, CaCl, x 6H,0 - 0,1 g/l, FeSO,4 x 7TH,0 - 0,02
g/l; mikroelementai drusky pavidalu: ZnSO; x 6H,O, MnSO; x 4H;O, KJ, H;BO,
(NH1)6Mo070,4 x 7H;0, kiekvieno jy ne daugiau kaip po 0,005 g/l; CuSO4 x SH,0O, CoCls x
6H,0, kiekvieno ju ne daugiau kaip po 0,001 g/l; vitaminai: tiaminas (B)), riboflavinas (B>),
pantoteno rigstis (Bs), nikotino riigstis (PP), piridoksinas (Bs), kiekvieno jy ne daugiau kaip
po 0,2 mg/l; kompleksonas EDTA (etilendiamintetraacto rigstis) — mazdaug 0,15 g/l ir vanduo
iki 1000 ml.
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Tokios sukurtos kompozicijos NOM mitybiné terpé (jos sudétis pateikiama 7 pavyzdyje)
uztikrina nafta oksiduojanéiy mikroorganizmy (jvairiy bakterijy, mieliagrybiy, mikromicety
rasiy), pasizyminciy skirtingomis fiziologinémis-biocheminémis savybémis, gera vystymasi ir

yra tinkamas tar$os naftos produktais indikatorius.

Naujai sukurtai nafta oksiduojan€iy mikroorganizmy (NOM) terpei iSradimo autoriy

kolektyvas nusprendé suteikti pavadinimg ,,Liuzino-GVT terpé®.

Didelis sitlomos LiuZino-GVT terpés privalumas bei pranaSumas, o kartu ir iSradimo esmé
yra ta, kad ja sudaraniais veiksniais (C:N:P:K santykis, atitinkamos koncentracijos 7
mikroelementy, 5 vitaminy panaudojimas, kompleksono EDTA jvedimas | terpe, pH
regulia{/imas) uztikrinamas terpés stabilumas. Ja sudarantys ingredientai, jy kiekiai ir

tarpusavio saveika pilnai atitinka jvairius NOM fiziologiniy grupiy mitybinius reikalavimus.

1 pavyzdys. Naftg oksiduojandiy mikroorganizmy (NOM) mitybiniy terpiy privalumuy,
identifikuojant NOM, vertinimas

Eksperimentikai vertinamos Capeko ir Raimondo terpés.

Capeko terpés sudetis, g/l: - Raimondo terpés sudétis, g/1:
Sacharozés 30,0 NH,Cl 2,0
NaNO; 2,0 NaCl 5,0
KH,PO,4 1,0 Na;HPO4 3,0
KClI 0,5 KH,PO4 0.1
MgS0O,4 x 7H,0 0,01 MgS0O4x 7H,O 2,0
Distiliuoto vandens 1000 ml CaCl, x 6H,O 0,01
Terpé sterilizuojama 15-20 min. autoklave, | MnSO4 x 5H,0 0,02
120°C temperatiiroje. Jei reikalinga kieta | FeSO4 x 7H,0 0,01
terpé, pridedama 20,0 g agaro Sacharozés 30,0

Distiliuoto vandens 1000 ml

I[dentifikuojant NOM, terpése sacharoze, (kaip anglies Saltinis) pakeista mazutu 10,0 g/litrui.

Naudotos agarizuotos terpés.

Nafta oksiduojan€iy mikroorganizmy (kultliry, Stamy) identifikavimo rezultatai:
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Eil. | Mikroorganizmy | Kultiry | Stamy, naudojan¢iy mazuto angliavandenilius, skai¢ius
Nr. gentis skaiCius Capeko terpé Raimondo terpé

1 Pseudomonas 5 2 2

2 Bacillus 12 8 1

3 Lactobacillus 2 1 -

4 Rhodococcus 8 8 2

5 Micrococcus 1 - -

6 Streptomyces 22 9 -

7 | Micromonospora 1 - -

8 Penicillium 19 - -

9 Serratia 5 5 3

10 Aspergillus 17 - -

11 Acetobacter 2 2 1

12 Trichoderma 3 3 1

Viso 97 38 10

Isvada: Capeko terpé yra tinkamesné NOM identifikavimui. Mikroorganizmai (eil. Nr. 5, 7, 8,

10) augo tik kontroléje be naftos angliavandeniliy.

2 pavyzdys.

NOM identifikuoti, palyginimas

Panaudotos 3 skirtingos sudéties mitybinés terpés:

Nafta oksiduojanéiy mikroorganizmy (NOM) mitybiniy terpiy, naudojamy

Capeko terpé, g/l: Jamados terpe, g/l: Kaupiamosios kulttiros terpé, g/l:
NaNO; 2,0 KH,PO4 2,5 KNO; 4,0
KH,PO, 1,0 NH4NO; 5,0 KH,PO, 0,6
KCl 0,5 MgS0O4x 7TH,O | 1,0 Na,HPO, x 12H,0 1,4
MgSO4x 7H,0 0,01 mazutas 10,0 MgSO4x 7H,O 0,8
Mazutas  (vietoje Distiliuotas
sacharozés 30 g) 10,0 ml | vanduo 1000 ml | mazutas 10,0
Distiliuotas 1000 ml Distiliuotas vanduo 1000 ml
vanduo

Nafta oksiduojan¢iy mikroorganizmy identifikuojant rezultatai.
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Grunto méginiy Nr.

Capeko terpe

Jamados terpé

Kaupiamostos kultiiros terpé

I-11

Trichoderma sp.,
Mycelia sterilia,

Penicillium sp.

Trichoderma sp.,

Mycelia sterilia

Cladosporium sp.,
Penicillium sp.,
Penicillium funiculosum.,
Mucor sp.,

Aspergillus sp.,
Aspergillus flavus,
Aspergillus terreus,
Rhizopus stolonifer,
Fusarium sp.,

bakterijos

Tyrimo rezultatai parodeé, kad naudojant Capeko ir Jamados terpes i3skirtas negausus NOM

kultiiry skai¢ius. Kur kas gausesnis NOM (mikromicety ir bakterijy) kultiiry skaicius i$skirtas

kaupiamajam metodui naudota terpe.

3 pavyzdys.

(ksv x 10%).

Mikroorganizmy, iSaugusiy 2, 4, 8 ir 12 terpéje (sudétis nurodoma), skai€ius

2. Mineraliné drusky terpé bakterijoms (Appl. Environm. Microbiol. 1982, 43), g/l:

Na;HPO4 2,0
KH,PO4 1,0
(NH4),SO4 0,4
MgSO4x 7TH,0 04
Mikroelementy 2,0 ml
tirpalas

Angliavandeniliai | 5%
pH 7.2

Mikroelementy druskos pavidalu tirpalas, g/100 ml: FeSO4 x 7H0 - 0,1; ZnSO4 x 7TH0 —
0,88; CUSO4 X 5H20 hae 0,04; MDSO4 X 4H7_O - 0,015; Na2B4O7 - 0,01; (NH4)6M002 X 4H30 -

0,005.

Terpés Nr.

Bakterijos

Mielés

Mikromicetai

Nr. 2

86,5+23,2

2,9+0,8

6,4%2,5
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4. Drusky terpé mikromicetams ( Braz. J.
Mikrobiol, 2001, Vol 32, Nr. 4), g/1:

8. Drusky terpé kitiems mikroorganizmams

(Zviagincev D., Metody pochvennoj

mikrobiologii i biokhimiyi, M. 1991), g/l

(NH4),HPO, 0,5 KNO; 2,0
K>HPO, 0,3 MgSO4 x 7H,0 0,4
KH,PO, 0,8 KH,PO, 0,3
MgSO4x 7H,0 0,3 Na,HPO4 0,7
CaCl, 0,05 Vandentiekio vanduo 1000 ml
ZnSO;x 6H,0 0,004 PH apie 7
Tiaminas 1,0 ml (100 mkg/ml) | Benzino ar kito naftos produkto | 1 %
Angligvandenilio 5%
Terpés Nr. Bakterijos Mielés Mikromicetai
Nr. 4 25,043,6 1,6+0,2 6,6+0,7
Nr. 8 90,0£7,0 3,5+0,0 5,9+2.8

12. Jamados terpé grybams (Aplinkos biologinis valymas, Mikroorganizmy atranka ir

panaudojimas, V., 2003), g/I:

KHyPO4-2,5
NH4NO3— 5,0

MgSO, x 7H,0 — 1,0

Mazutas - 10,0

Terpés Nr. Bakterijos Mielés Mikromicetai
Nr. 12 23,2497 4,7+2,0 10,9+1,4
4 pavyzdys. Mikroorganizmy, iSaugusiy 1, 3, 9, 10, 11, 13 terpéje (sudétis nurodoma),

skaiius (ksv x 10%)
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1. Drusky terpe bakterijoms (Mikrobiologija 3. Bushnell-Haas terpe, g/l:
(RU), 1987, . 56, Nr. 4), g/I:

NH4NO; 1,0 MgSO, x 7TH,0 0,2

MgCl, 0,1 K>,HPO, 1,0

KH,PO4 3,0 KH,PO, 1.0

K,HPO, 7,0 FeCl; 0,05

CaCO; 1,0 NH4NO; 1,0

Nafta 10,0 CaCl, 0,02

(arba atskiri angliavandeniliai) | (8,0)

PH apie 7,2 Angliavandeniliai 0,5
9. Bakterijoms (Biodegradation of crude oil in 10. Bakterijoms (Ilichev V.,

sando sediment, International biodeteration, Biopovrezhdenija, M. 1987), g/l:
vol. 44, 1999), g/1:

NH,4Cl 2,0 NaNO; 2,0
NaCl 5,0 KH,PO4 1,0
Na;HPO, 3,0 MgSO4x 7TH,0 0,5
KH,PO, 0,1 KCl 0,5
MgS0O4 x 7H,0 2,0 MnSO, x SH,O 0,02
CaCl; x 6H,0 0,01 FeSO;4 0,01
MnSO, x 5SH,O 0,02 Mazuto 10,0
FeSO4x 7H,0O 0,01 PH apie 7
Mazuto 10,0
PH 6,7-7

11. Grybams (Soil sampling and methods of analyses, London, Tokyo, 1993), g/I:

Capeko terpé be sacharozés, naftos produkty — 1 %.

13. Bushnell-Haas terpé (nuo terpés Nr. 3 skiriasi angliavandenilio kiekiu), g/1:

Bushnell-Haas Broth (Difco),

Pridedama 10 %

naftos produkto.

Gaminama distiliuotame vandenyje (1000 ml).
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MgS0O,4 x TH,0 0,2

K>HPO, 1,0

KH,PO, 1,0

FeCl; 0,05

NH4NOs 1,0

CaCl, 0,02

Nustatomas pH 7~7.2, rligitinant su HCI arba $arminant su NaOH ir autoklavuojama 15 min.

Terpés Nr. Bakterijos Mieles Mikromicetai

1 122,8444,6 | 3,5%1,6 4,7+1,6
3 169,5+1,6 0 8,213,3
9 119,31+28,0 1,8+0,7 10,1+8,4
10 122,8+1,6 2,940,8 7,00
11 124,0+8,4 6,243,6 5,5£2,9
13 14719,99 5,3+0,8 7,8+1,4

3 pavyzdys. Mikroorganizmy, iSaugusiy 5, 6, 7 terpéje (sudétis nurodoma) skaiéius (ksv x 10

5. Mielés (Methody eksperimentaljnoj mikologii, spravo¢nik, Kiev, 1982), g/l:

(NH4),HPO,
K,HPO,
KH,PO,
MgSO,4 x 7TH,0
NaCl

Benzino ar kito naftos produkto

pH

3,5
0,5
0,5
0,5
0,5

10,0

6,5

6. Mieléms (Soil sampling and methods of analyses, London, Tokyo, 1993), g/I:

(NH4):S04
K,HPO,
KH,PO,
MgSO4 x 7H,0
NaCl

5,0

0,15
0,85

0,5

0,1



CaCl,

Mazuto

0,1
10,0
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7. Mieléems (Biodegradation of crude oil in sando sediment, International biodeteration, vol.
44, 1999), g/l

Mieliy azotinis pagrindas (Difco) 6,7

Mazutas 10

Terpés Nr. Bakterijos Mielés | Mikromicetai
5 228,0+11,3 6,5+0,4 9,7+2,8
6 300,6+13,2 | 7,0+1,4 15,3£2,8
7 258,0+83,0 | 5,3+0,4 9,1£3,5

6 pavyzdys. Nafta oksiduojandiy mikroorganizmy (NOM), skai¢ius (ksv x 10%), isskirtas ant

dviejy mitybiniy terpiy, naudojant skirtingus angliavandenilius ir skirtingas jy koncentracijas

Anglies | Naftos Bakterijos Mieles Mikromicetai
Saltinis | produkto
koncentra- | Terpé Terpé Terpe Terpé | Terpé Terpé
cija, % Nr. 6 Nr. 13 Nr.6 | Nr.13 |Nr.6 |Nr13
0,5 27,747,5 | 118,5+16,4 | 2,3£1,5 | 1,3+1,1 | 7,442,9 | 58+1.2
Dyzeli- 1,0 20,3£1,4 | 159,#4,7 | 1,040,0 | 1,0+1,0 | 6,6+0,7 | 13,6+2,9
nas 3,0 7,040 27343,6 | 0320,6 | 3,0£0,0 | 5,114 | 14,4418
0,5 117,0£8,1 | 162,2414,1 | 1,04¢1,0 | 3,340,6 | 11,7412 | 11,7423
Nafta 1,0 78,0£5,4 | 120,8+4,9 | 2,640,6 | 2,340,6 | 9,7+1,4 | 58%12
3,0 23,420 23,440 1,341,2 | 0,320,6 | 3,1+1,8 | 0,440
0,5 93,6+2,3 | 12324258 | 1,3£0,6 | 0240,5 | 0440 | 0,440
Mazu- 1,0 70,242,3 | 100,6+14,2 | 1,3£0,6 | 0,7£0,6 | 0,8+0 | 0,80
tas 3,0 59,2+¢10,8 | 39,0+3,6 n/s n/s 0,840 | 1,907

Pastaba: n/s — nepavyko suskaiiuoti dél didelio pavirsinio mazuto kiekio.

NOM (suminis — bakterijos+mielés+mikromicetai), skai¢ius (ksv x 10%), 6 ir 13 terpéje, kal

panaudota skirtingi naftos produktai ir skirtingos jy koncentracijos:



: LT 5587 B
Anglies Naftos produkto | NOM skai&ius (ksv x 10%)
Saltinis koncentracija, % | Terpé Nr6 | Terpé Nr. 13
0,5 37,4 125,6
Dyzelinas 1,0 27,9 173,7
5,0 12,4 44,7
0,5 129,7 177,0
Nafta 1,0 90,3 1289
5,0 27,8 24,1
0,5 95,3 123,8
Mazutas 1,0 72,3 102,1
5,0 60,0 40,9

7 _pavyzdys. Nafta oksiduojanéiy mikroorganizmy (NOM) siiiloma naujos sudéties Liuzino-
GVT terpé:

makroelementai drusky pavidalu, g/l:

NaNO; 3,0

KH,PO4 1,0

K>HPO4 0,5

MgSQO4 x TH,0 0,5

CaCl, x 6H,0 0,1

FeSO4 x TH,O 0,02

Mikroelementai drusky pavidalu, g/l:

ZnSO4 x 6H,0 0,005
MnSO4 x 4H,O 0,005
KJ 0,005
H;BO4 0,005
(NH4)sMo070,4 x 7H,0 0,005
CuSO, x SH,0 0,001
CoCl; x 6H,0 0,001

vitaminai, mg/l:
tiaminas (B)) 0,2
riboflavinas (B») 0,2
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pantoteno rigstis (Bs) 0,2
nikotino riigstis (PP) 0,2
piridoksinas (Be) 0,2
EDTA (etilendiamintetraaceto rugstis) 0,15 g/
Alaus misa 5,0 ml/1
Nafta (arba dyzelinas) 1,0--5,0 ml/1
Sojos miltai 5,0 ¢/l
Sacharozé (arba melasa) 2,0-10,0 g/l
Vanduo 1000 ml

Terpés tinkamumui jvertinti sudaryti tokie 4 variantai (terpéje panaudota 1,0 ml/l naftos ir
sacharozes 2,0 g/l):

A. Pilna sterili terpé,

B. Pilna nesterili terpe,

C. Vietoje vitaminy i terp¢ dedama tik 5,0 ml alaus misos; ir

D. Terpé be vitaminy, sojos milty, sacharozés, paliekant alaus misos 5,0 mUl.

Kontroliniu variantu (prototipas) panaudota stabili, platiai naudojama Bushnell-Haas terpe
(jos sudetis parodyta 4 pavyzdyje, tik Siame bandyme vietoje 0,5 g/l angliavandeniliy — terpe
Nr. 3 bei 10 % naftos produkty — terpé Nr. 13, i 8ia tyrimo terpg iterpta 1,0 ml/l naftos).

Nafta oksiduojandiy mikroorganizmy skaicius (ksv x 10%), isskirtas i§ naftos produktais
uzter§to grunto ant naujosios universalios mitybings terpes ir nurodyty varianty. Rezultatai

pateikiami lentel¢je:

Terpés variantas Bakterijos Mielés | Mikromicetai
A 214,1£22.4 | 2,4+0,0 5,1+0,7
B 185,1+16,5 | 1,6£0,7 11,4+1 .4
C 149,0+2,7 | 0,8%0,7 3,512
D 77,6124 2,0£0,7 3,114
Kontrolé Bushnell-Haas terpé 78,4127 1,210,0 43+2.4

Gauti rezultatai rodo, kad naujoji terpé beveik 3 kartus yra efektyvesne nei kontroliné
Bushnell-Haas terpé. Kai terpéje sumaZinamas karbohidraty, kaip anglies Saltinio (sojos
miltai, sacharozé) kiekis bei terpéje néra vitaminy, jos efektyvumas smarkiai sumazéja (D

variantas) ir prilygsta kontrolei.
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Atlikti bandymai akivaizdZiai parodo, kad tokios sukurtos kompozicijos NOM mitybiné terpé
(Jos sudétis pateikiama 7 pavyzdyje) uZtikrina nafta oksiduojan¢iy mikroorganizmy (jvairiy
bakterijy, mieliagrybiy, mikromicety ruiy), pasizymin&iy skirtingomis fiziologinémis-
biocheminémis savybémis, gerq vystymgsi ir yra tinkamas tar§os naftos produktais

indikatorius.

Didelis siilomos LiuZino-GVT terpés privalumas bei pranaSumas, kad ja sudarandiais
veiksniais (C:N:P:K santykis, atitinkamos koncentracijos 7 mikroelementy, 5 vitaminy
panaudojimas, kompleksono EDTA jvedimas i terpe, pH reguliavimas) uZtikrinamas terpés
stabilumas. Ja sudarantys ingredientai, jy kiekiai ir tarpusavio saveika pilnai atitinka jvairius
NOM fiziologiniy grupiy mitybinius reikalavimus ir gali biti efektyviai naudojama aplinkos
uZter§tumo nafta ir jos produktais lygiui jvertinti, naftq oksiduojénéiq mikroorganizmy
atrankai, naujy naftos telkiniy paie3kai.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Naftg oksiduojanc¢iy mikroorganizmy terpés gavimo biidas, kai | ja i{nesa naftos produktus,
pagrindinius biogeninius mitybos elementus, mikroorganizmus kultivuoja aerobinémis
salygomis esant palankiam temperatiiros reZimui, besiskiriantis tuo, kad i terp¢ jdeda nafta
ir karbohidratus kaip anglies Saltinj, subalansuoja anglies, azoto, fosforo, kalio tarpusavio
kiekius, jterpia mikroelementus, vitaminus, kompleksonus, svarbius nafta skaidanciy

mikroorganizmy veiklai intensyvinti.

2. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad kaip anglies $altin] naudoja naftg 1,0-5,0
ml/l ir sacharozg 2,0-10,0 g/l.

3. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad sudaryti buferiniam tirpalui, palaikan¢iam
terpés vandenilio jony koncentracija pH lygia 7, fosforo Saltiniu naudoja KH,PO4 0,9-1,0 g/l
ir K;HPO, 0,4-0,5 g/l

4. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad palaiko optimaly terpés C:N:P:K santykj,
atitinkantj mikroorganizmy lastelés elementy sudéti, kuris sudaro 100:5-7:1:1.

AT -
. 5. Badas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad i terpg iveda cinko (Zn), mangano (Mn),
jodo (J), boro (B), molibdeno (Mo) mikroelementus, kiekvieno 0,004-0,005 g/l koncentracijos

ir vario (Cu), kobalto (Co) mikroelementus, kiekvieno mazdaug 0,001 g/l koncentracijos.

6. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad j terpe jdeda vitaminus, tokius kaip tiaming
(B1), riboflaving (B,), pantoteno riigstj (Bs), nikotino rtgst] (PP), piridoksina (Bs), kiekvieno
ju ne daugiau kaip 0,2 mg/l.

7. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad i terpg iterpia kompleksona EDTA
maZzdaug 0,15 g/l, kuris sudaro kompleksinius junginius su mikroelementais ir taip pasalina jy

18kritimg ir nusédima.
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8. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad naftg oksiduojantiy mikroorganizmy
grupes, platus jy spektras, kultivuoja agarizuotoje terpéje 23-26°C temperatiiroje, geriau

25-26°C temperatiiroje.

9. Nafta oksiduojan¢iy mikroorganizmy terpé, apimanti naftos produktus, pagrindinius
biogeninius mitybos elementus, azota, fosfora, kali, magnj, kalcj, besiskirianti tuo, kad
Liuzino-GVT terpés turini sudaro: nafta — 1,0-5,0 ml/l, sacharozé (arba melasa) — 2,0~10,0
g/l, sojos miltai — 5,0 g/l, alaus misa —mazdaug 5,0 ml/l, makroelementai drusky pavidalu:
NaNO; - 3,0 g/l, KH,PO,— 0,9-1,0 g/l, K,HPO, — 0,4-0,5 g/1, MgSO4 x 7H20 - 0,5 g/l, CaCly
x 6H,0 - 0,1 g/l, FeSO4 x 7H,0 - 0,02 g/1; mikroelementai drusky pavidalu: ZnSO, x 6H,0,
MnSO, X 4H,0, KJ, H3BO4, (NHy)sM07024 x 7H,0, kiekvieno ju ne daugiau kaip po 0,005
g/l; CuSO,4 x 5H,0, CoCl, x 6H,0, kiekvieno jy ne daugiau kaip po 0,001 g/I; vitaminai:
tiaminas (B,), riboflavinas (B;), pantoteno rigstis (Bs), nikotino riigstis (PP), piridoksinas
(Be), kiekvieno juy ne daugiau kaip po 0,2 mg/l; kompleksonas EDTA (etilendiamintetraacto
rugstis) — maZzdaug 0,15 g/l ir vanduo iki 1000 ml.
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