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MgSOaxTHzO, CaClzx6HzO, FeSO+x7HzO: mikroelementus druskq pavidalu: ZnSO*6HzO, MnSOex4HzO, KJ,
HgBOa, (NHa)oMozOeqxTHzO, CuSOaxSHzO, CoClzx6HzO; vitaminus: t iaminq (81), riboflavinq (B2), pantoteno
r0gSti (Bs), nikotino rug5ti (PP), piridoksinq (86); kompleksonq EDTA (eti lendiaminotetraacto r0g5t| ir vandeni.



LT 5587 B

I5radimas priklauso biotechnologijos, ekologines mikrobiologijos ir aplinkos apsaugos sritims

ir tinka naudoti vandens ir grunto uZter5tumo lygiui [vertinti, naujq naftos telkiniq paieSkai,

vandens ir grunto, uZterSto nafta bei jos produktais, biologinio valymo ex situ arba in situ

s4lygomis intensyvumui [vertinti.

Pastaraisiais metais identifikuota apie 100 naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq (tlOM) rfiSiq

(prieS keliasde5imt metq jq buvo Zinoma tik kelios r[Sys). Sios r[Sys 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. Jankevidius K.,

LiuZinas R., Aplinkos biologinis valymas, V. 2003, 3a3 p.). Jq fiziologines-biochemin€s

savybes yra skirtingos. Vienos r05ys (Trichoderma lignorum) bei smulkesni jq taksonai

[sisavina gliukozg, sacharozE, manitq, krakmolq ir kitokius karbohidratus, nitratus, amonio

druskas, baltymq hidrolizatus, aminor0g5tis. Kitos rulys (Acetobacter pasterianus) nesugeba

fermentuoti gliukozes, sacharozes bei daugelio kiq angliavandeniq. Skirtinga NOM mityba

i5ry5keja ne tik vartojant anglies (C) bei azoto (N) mitybos Saltinius, bet ir kita jq mineralinE

mityb4.

Siuo metu NOM kiekiui aplinkoje nustatyti naudojamos kelios deSimtys mitybiniq terpiq.

Buvo atlikta daZniausiai naudojamq NOM kiekiui nustatyti eapeko, Raimondo ir

kaupiamosios kulttros mineralines mitybines terpes (UiiirCti - sud. Jankeviiius K., LiuZinas

R.' Aplinkos biologinis valymas, V.2003, p 123, p. 136), bei 13-os mitybiniq agarizuotq

terpig parinktq pagal [vairius mikrobiologines literatflros Saltinius, revizija, ivertinant jq

mitybines galias pagal iSaugusiq NOM (bakterijq ir mikromicetq) skaidiq. Atlikti bandymai

parode nagrinetq NOM mitybiniq terpiq tinkamum4 ir jq tr0kumus. Tai parodyta toliau

pateiktais bandymq pavyzdliais.

Atliktais bandymais parodyta (l pavyzdys), kad identifikuojant NOM [vairovE fiq Stanrus)

tinkamesne yra dapeko (palyginti su Raimondo) mineraline mirybine terpe. Capeko terpeje

iSaugo 38 Stamai, kai Raimondo - tik 10 (kontroliniame variante - be angliavandeniliq i5augo
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i5augo 38 Stamai, kai Raimondo - tik 10 (kontroliniame variante - be angliavandeniliq i5augo

97 kultlros). Tas paai5kinama NOM citoplazmos koloidq ir mitybines terpes jonq sqveika. I
NOM lqsteles i5 terpes patenka ne vienos, o keliq r[Siq jonai. Vyrauja tie jonai, kuriq kinetine

energija yra didesne. Kai terpeje santykis tarp jonq yra subalansuotas (fiziologi5kai i5lygintas),

tokia terpe NOM vystymuisi yra tinkamesne.

Tolesni tyrimai (2 pavyzdys) parodd, kad dar geriau subalansuota nei eapeko mitybine terpe

yra kaupiamosios kulturos terpe. Pastarojoje i5auginta NOM l0 kultUrq kai iapeko terpeje tik

3 (panaudotas kitoks nei I pavyzdyje atveju naftines tar5os Saltinis).

Zinomq 13 mitybiniq terpiq tinkamum4 NOM auginti [vertinome tokiu b[du. Naftq

oksiduojandiq mikroorganizmq Saltiniu (inokuliatu) naudojome nuo naftos produktq dalinai

apvaly4 gruntq. Jis imtas iS 7 vietq (maZdaug po 100 g) ir sudarytas bendras meginys. PrieS

bandym4 gruntas pertrinamas ir gerai sumai5omas. Atsveriama 10 g grunto, patalpinama i
kolbutg su 90 ml sterilaus vandentiekio vandens ir katoma 10 min. Pirmas skiedimas atitinka

l:10 arba 10-l skiedim4. Gauta suspensija skiedZiama perneSant I ml suspensijos I megintuvel[

su 9 ml sterilaus vandens. Taip paruo5iamas keletas praskiedimq l:100, 1:1 000, l:10 000,

t:100 000 (iki l0-s). I5 pasirinkto suspensijos praskiedimo po I ml pilama IPetri lek5telE ir

uipilama iStirpinta praau5usia agarizuota mitybine terpe. Kai kuriais afvejais seta pavir5iniu

b[du, kai 0,1 ml suspensijos paskleidZiama sustingusios terpes pavir5iuje Spateliu. Petri

lek5teles su mikroorganizmais inkubuojamos termostate 26oC temperat[roje 5-10 parq.

Suskaidiuojamos iSaugusios mikroorganizmq kolonijos ir apskaidiuojamas jq pradq (kolonijas

sudarandiq vienetq - ksv) kiekis I g sauso grunto.

Analitinemis svarstyklemis atsveriamas I g tiriamo grunto, patalpinamas I stiklinius biuksus ir

dZiovinamas 105"C temperat[roje iki pastovaus svorio. Mikroorganizmq skaidius

skaidiuojamas pagal formulE n : abc/d, kur n - mikroorganizmq (l4steles arba kolonijas

sudarantys vienetai - ksv) skaidius I g sauso grunto, a - lek5teleje iSaugusiq kolonijq skaidius,

b - suspensijos praskiedimas, c - pasetos suspensijos ttiris (ml), d - sauso dirvoZemio svoris.

Vidurkis skaidiuojamas i5 trijq pakartojimq (LST ISO 10381-6, 1998). Tyrimai atlikti

naudojant 13 standZiq terpiq (pridedant po 2 Yo agaro), parinktq pagal [vairius mikrobiologines

literattros Saltinius. Tyrimq rezultatai pateikiami 3-5 pavyzdZiuose. Juose nurodoma terpes
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eiles numeris, pavadinimas, literaturos Saltinis ir tyrimq duomenys. Terpes surikiuotos

(didejandia tvarka) pagal mikroorganizmq (bakterijq mieliq mikromicetq), iSaugusiq ant

tiriamqjq mitybiniq terpig skaidiq (ksv x l0a).

NOM minimalus skaidius (nuo 33,2 - 4 terpe iki 99,4 ksv x 104 - 8 terpe) i5augo 2, 4,8, 12

terpeje. Tarping padet[ uzeme l, 3, 9, 10, 1 1, 13 terpe (nuo l3l ,0 - I terpe iki 177 ,7 ksv x l}a
- 3 terpe). DidZiausias NOM skaidius rastas 5, 6,7 terpese (nuo 244,2 - 5 terpe iki 322,9 ksv

x 104 6 terpe). Skirtumas tarp NOM maZiausio ir didZiausio skaidiaus, rasto mitybinese

terpdse, yra didZiulis (33,2 ksv x 104 - 4 terpe ir 322,9 ksv x rc4 - 6 terpe). Jis sudaro beveik

970 % (9,7 karto). Si st<irtum4 galima paai5kinti tuo, kad 4 terpes jontl santykis nera

subalansuotas. 4 terpeje daugiau fosforo (P) nei azoto (N). 6 terpeje N:P santykis yra

normalus, atitinka NOM lq,stelese esant[ N:P santyk[. NOM lq,stelese azoto randama nuo 10 iki

12 yo, (bakterinese l4stelese 12 oA, mikromicetq l0 %). Fosforo kiekis NOM sausoje

biomaseje siekia 1,5 o . Tokiu b0du N:P = 10-12 : 1,5. Tokio Siq pagrindinitl mitybos

elementq santykio nbra2,4,8, t2 terpese (3 pavyzdys); 3, 9, 10, I l, 13 terpese (4 pavyzdys).

Daugelyje aptariamqjq terpiq 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 terpes azoto deficitas dar labiau padideja.

Terpese, i5skynrs 2 terpE, nera mikroelementq zn,Mn, Cu, Co, J, B, Mo. Sie mikroelementai

esti NOM oksidaciniq-redukciniq fermentq sudetyje, vadinami kofaktoriais, ir terpeje

reikalingi.

Terpese (iSskyrus 4 terpE, kai panaudojamas tik vienas vitaminas - tiaminas) nera vitaminq.

Tokie vitaminai kaip tiaminas (B1), riboflavinas (Bz), pantoteno r[g5tis (B5), nikotino rug5tis

(PP), piridoksinas (86) ieina i NOM fermentq sudeti, sudaro jq sudetinE dal[ - kofermentus, ir

tud bUti naudojami.

Nei vienoje (i5 13) terpeje nepanaudoti kompleksiniai organiniai junginiai, sudarantys su

metalq katijonais kompleksinius junginius. Mikroelementq iSkritimo I nuosedas i5vengiama

tuo atveju, kai juos sujungiama I ciklinius kompleksinius junginius vadinamus chelatus

(Znyplinius junginius). Ypad svarbu iSsaugoti terpeje geleZ[ (Fe). Ji [eina i daugel[ NOM

fermentq (kofaktoriq) sudeti. Siam reikalui naudojami kompleksus sudarantys junginiai:
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etilendinitril-N,N'-bis(2'-oksifenil)-N,N'-diacto r[gStis; DCTA

diaminocikloheksano - N,N-tetracetatas; NTA - nitriltriacetatas; polifosfatas - [PnOrn*r](n*2),

kur n = 5; SSR - 5-sulfosalicilo rfigStis ir EDTA - etilendiamintetraacto r0gStis.

Aptariamose terpese naudojamos (kaip anglies Saltinis) dideles naftos produkq

(angliavandeniliq miSinys, benzinas, mazutas, nafta) koncentracijos. DaZniausiai jos siekia

10,0 ml/l (3,4,5 pavyzdliai), kai kuriose terpese (2,4) net 50,0 ml/I, ir tik vieninteleje 3-oje

Bushnell-Haas terpeje (iiurdti - sud. Jankeviiius K., LiuZinas R., Aplinkos biologinis

valymas, V. 2003, p. f23) panaudota 0,5 ml/l angliavandeniliq. Naftos produktai NOM taip

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

Naftq oksiduojandius mikroorganizmus (NOM) skirstomi I dvi grupes - hidrofilinius ir

lipofilinius mikroorgani^nus. Dvifazeje sistemoje vanduo - angliavandeniliai (nafta ar jos

produktai), hidrofiliniai mikroorganizmai telkiasi vandens, o lipofiliniai - angliavandenilirl

(naftos) fazEje. Hidrofiliniai mikroorganizmai skaido tik tuos naftos junginius, kurie iStirpE

vandenyje, lipofiliniai - vystosi padioje naftoje, jos pleveleje, naftai yra atspar0s. Gamtinemis

s4lygomis vyrauja hidrofiliniai NOM, lipofiliniai NOM maZiau iSplitg, priklauso

Mycobacterium, Corynebacterium, Nocardia, Arthrobacter, Rhodococcas gentims. Naftos bei

jos produktq slopinam4j[ poveik[ NOM hidrofilams matome palyginE mikroorganizmg

i5augusiq 3 ir 13 terpese (4 pavyzdys). Terpes savo sudetimi yra vienodos, skiriasi tik naftos

produkto kiekis jose (3 terpeje - 0,5 gll, o l3-oje - 100 eI). 3-oje terpeje NOM skaidius yra

didesnis (177,7 ksv x lOa) nei 13-oje (160,0 ksv x 104;. Kur kas i5samiau NOM augimo

priklausomybe nuo naftos produkto ir jo koncentracijos parodyta specialiu tyrimu (6

pavyzdys). DidZiausias NOM skaidius nustagrtas terpese (6 ir 13 terpes), kai anglies Saltiniu

naudojama nafta. Geriausiai NOM vystosi, esant maZiausiai naftos produkto koncentracijai (6-

je terpeje, esant 5 g/1 naftos produkto NOM skaidius siekia 129,7 ksv x 104, o esant 50 g/l

naftos produkto NOM skaidius - tik 27,8 ksv x 104, taigi naftos produkto kiek[ terpeje

padidinus l0 karh5 NOM skaidius terpeje sumaZeja 4,7 karto). Toki4pat NOM skaidiaus kait4

stebima, naudojant 13-qjqterpg.NOM skaidius, padidinus naftos kiek[terpeje nuo 5,0 g/l iki

50,0 gll, sumaZeja 7,3 karto. Si desninga NOM skaidiaus kaita priklausomai nuo naftos ar jos

produkq kiekio terpeje matoma anglies Saltiniu naudojant dyzelinE ir mazut4 (6 pavyzdys).
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Sie duomenys yra svarbDs ne tik analizuojant 1-13 mitybines terpes, bet ir valant naftos

produktais uZter5tE grunt4 ex situ sqlygomis. Valomas gruntas, siekiant sudary'ti palankesnes

NOM fermentinei veiklai s4lygas, turi bfiti maiSomas su jau i5valytu gruntu taip, kacl

valomajame grunte naftos produktq (pvz., mazuto) kiekis nevir5ytr4 30,0 g/kg grunto. Tokio

grunto biovalymas vidutinio klimato sqlygomis (Lietuvoje) uZtrunka apie 90-100 parq

(uZtenka vieno vegetacinio periodo).

Artimiausia i5 13-os NOM auginimui naudojamq terpiq kaip prototipas, pasirinkta Bushnell-

Haas terpe fios sudetis pateikta 4 pavyzdyje). Joje gerai auga naftE oksiduojandios bakterijos,

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

Sios terpes tr[kumas yra tas, kad joje nepanaudotas molibdenas (Mo), kuris svarbus NOM

mitybai. Taip pat nepanaudoti mikroelementai Zn, Mn, Cu, Co ir kt., vitaminines medZiagos

(tiaminas, riboflavinas, pantoteno rfig5tis ir kt.), ieinandios I NOM oksidaziqreduktaziq ir kitq

fermentq sudet[. Terpeje nera kompleksong kurie sudaro su metalq katijonais kompleksinius

junginius ir neleidZia jiems i5kristi I nuosedas.

I5radimo uZdavinys - pagerinti nafta bei jos produktais uZter5toje aplinlioje NOM kiekiui

nustatlrti vartojamq terpiq sudeti, parengti NOM augimui tinkamesnq, nei iki Siol naudojarnos,

mitybinE terpQ, kai aerobinemis s4lygomis i5auginama didesnis NOM skaidius, tiksliau

parodantis aplinkos (grunto, vandens) tarSos naftos produktais lyg[.

UZdavinys iSsprendZiamas panaudojant NOM augimui butinus elementus ir biologiSkai

aktyvias medZiagas, [einandias i NOM fermentg skaidandiq naft4 ir jos produktus, sudeti.

Naftq oksiduojandiq mikroorganizmq terpes gavimui I j4 [neSa naftos produktus, pagrindinius

biogeninius mitybos elementus, mikroorganizmus kultivuoja aerobindmis s4lygomis esant

palankiam temperat[ros reZimui, taip pat i terpE [deda neapdorot4 naft4 ir karbohidratus kaip

anglies Saltini subalansuoja anglies, azoto, fosforo, kalio tarpusavio kiekius, [terpia

mikroelementus, vitaminus, kompleksonus, svarbius naft4 skaidandiq mikroorganizmq veiklai

intensyvinti .
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Si0lomoje terpeje greta naftos produktq kaip anglies Saltin[ naudoja naftE 1,0-5,0 ml/t ir

sacharozE 2,0-10,0 gll, o tam, kad bttq sudarytas buferinis tirpalas, palaikantis terpes

vandenilio jonq koncentracij4 pH lygiq 7, fosforo Saltiniu naudoja KHzPO4 0,9-1,0 g/l ir

KzHPOq 0,4-0,5 gll, be to palaiko optimalq terpes C:N:P:K santyki, atitinkant[

mikroorganizmq lqsteles elementq sudeti, kuris sudaro 100:5-7:1 : I .

I terpe [veda cinko (Zn), mangano (Mn), jodo (J), boro (B), molibdeno (Mo) mikroelementus,

kiekvieno 0,004-0,005 dl koncentracijos ir vario (Cu), kobalto (Co) mikroelementus,

kiekvieno maZdaug 0,001 g/l koncentracijos.

Be minetq mikroelementq I terpg [deda vitaminus, tokius kaip tiaminQ (Br), riboflavin4 (B2),

pantoieno rfigSt[ (B5), nikotino rEg5t[ @P), piridoksinq (86), kiekvieno jq ne daugiau kaip 0,2

mg/l, o naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq grupes, platq jq spektrq kultivuoja agarizuotoje

terpej e 23 -26 C temperat[roj e, geriau 25 16 C temperatlroj e.

Taip paruoStoje terpeje ir esant subalansuotiems anglies, azoto, fosforo, kalio tarpusavio

kiekiams iterpus mikroelementus, vitaminus, kompleksonus, svarbius naft4 skaidandiq

mikroorganizmq veiklai intensyvinti ir palaikant optimalia terpes temperat0ra, uZtikrinamas

NOM gyvybingumas, geras vystymasis ir intensyvus dauginimasis, o tuo padiu ir pasiekiamas

tikslas - aerobinemis sElygomis i5auginama didesnis NOM skaidius.

NOM augimui bfitinus elementus skirstomi [ 3 grupes. Jas sudaro augimui b[tini elementai -

be pagrindiniq 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 elementai,

kuriq poreikis visai menkas - Be, F, Se, Ti, Ga, Ge, Br, Zr,W.

NOM naudoja [vairias azoto (N) formas - organin[ ir neorganin[ azotq. Kai kurios

aminorugStys veikia kaip augino faktoriai. Asparagino rugStis ir alaninas ijungiamas I

bakterijq lqsteliq sieneles. Formuojamoje terpeje naudojamas nitratas (NaNO3), o

aminor[g5diq Saltiniu - sojos miltai.
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Fosforas (P) NOM terpeje naudojamas neorganiniq fosfatq pavidalu (glicerofosfatas

fosfolipidai beveik nenaudojami). Naudojamas KH2PO.r ir K2HPOa, kas leidZia terpes

iSlaikyti neutralioje (pH - 7) b[kleje.

Kalis (K) susijEs su ribonukleino r[g5diq gamyba. Jo poreikis priklauso nuo terpds pH. Kai pH

sumaZeja nuo 7 iki 6 (terpe par[g5teja), tuomet K kiekis l4stelese padideja 30 %.

Magnis (Mg) svarbus NOM augimui. Kai jo trlksta, surnaZeja NOM augimo intensyvuntas.

Mg I terpE [vedamas MgSOa pavidalu. Siera (S) NOM naudojama aminor[g5diq cisteino ir

metionino sintezei, o taip pat kai kuriq vitaminq (tiamino, biotino) gamybai.

NOM augimui reikalingi mikroelementai ([eina I fermentq sudet] Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Mo, J,

B ir vitaminai - tiaminas (B1), riboflavinas (Bz), pantoteno rlgStis (B5), nikotino r[gStis (PP),

piridoksinas (Bo) (dalyvauja kofermentq sudetyje). Sios biologi5kai aktyvios medZiagas

terpeje panaudojamos. Jq kiekis terpeje nustatomas remiantis NOM sausoje biomaseje esama

5iq j unginiq koncentracij a.

Sudarytoje terpeje, siekiant iSvengti Fe nuostolirS naudojamas kompleksonas EDTA -

etilendiamintetraacto rlg5tis, kuri sudaro kompleksinius junginius su mikroelementais ir taip

pa5alina jq iSkritim4 ir nusedim4. Kompleksono I tetpE ideda maZdaug 0,1 5 g/1.

Sifiloma naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq terpe apima naftos produktus, pagrindinius

biogeninius mitybos elementus, azot4 fosfor4 kali, magni, kalc! ir jos turini sudalo: nafta -

1,0-5,0 ml/I, sacharoze (arba melasa) - 2,0-10,0 g/1, sojos miltai - 5,0 g/1, alaus misa -

maZdaug 5,0 ml/l; makroelementai druskq pavidalu: NaNO3 - 3,0 gll, KHzPO,r - 0,9-1,0 g/1,

K z H P O + - 0 , 4 - 0 , 5 g l l , M g S O a x 7 H 2 O - 0 , 5 g l l , C a C l z x 6 H z O - 0 , 1  g / l , F e S O + x 7 H 2 O - 0 , 0 2

dl; mikroelementai druskq pavidalu: ZnSO+ x 6HzO, MnSOq x 4H2O, KJ, F{3BOa,

Q',lHa)6Mo7Ozq x 7HzO, kiekvieno jq ne daugiau kaip po 0,005 g/l; CuSO+ x 5H2O, CoCl: x

6H2O, kiekvieno jq .re daugiau kaip po 0,001 g/l; vitaminai: tiaminas (Br), riboflavinas (Bz),

pantoteno rlg5tis (B5), nikotino rug5tis (PP), piridoksinas (86), kiekvieno jq ne daugiau kaip

po 0,2 mg/l; kompleksonas EDTA (etilendiamintetraacto r[gStis) - maZdaug 0,15 g/l ir van.luo

ik i  1000 ml .

bei

pH
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Tokios sukurtos kompozicijos NOM mitybine terpe (jos sudetis pateikiama 7 pavyzdyje)

uZtikrina naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq (ivairitl bakterijq, mieliagrybirl, mikromicetq

r[5iq), pasiZymindiq skirtingomis fiziologinemis-biocheminemis savybemis, ger4 vystynrqsi ir

yra tinkamas tar5os naftos produktais indikatorius.

Naujai sukurtai naft4 oksiduojandiq mikroorganizmtl NOM) terpei iSradimo autoritl

kolektyvas nusprendd suteikti pavadinim4,,LiuZino-GVT terpe".

Didelis si[lomos LiuZino-GVT terpes privalumas bei pranaSulnas, o kartu ir iSradimo esme

yra ta, kad j4 sudarandiais veiksniais (C:N:P:K santykis, atitinkamos koncentracijos 7

mikroelementq, 5 vitaminq panaudojimas, kompleksono EDTA [vedimas I terpq, pH

reguliavimas) uZtikrinamas terpes stabilumas. J4 sudarantys ingredientai, jq kiekiai ir

tarpusavio sqveika pilnai atitinka [vairius NOM fiziologiniq grupiq mitybinius reikalavimus.

1 pavyzdys. Naftqoksiduojandiq mikroorganizmq (NOM) mitybiniq terpiq privalumq

identifi kuoj ant NOM, vertinimas

Eksperimenti5kai vertinamos Capeko ir Raimondo terpes.

Identifikuojant NOM, terpese sacharozd, (kaip anglies Saltinis) pakeista mazutu 10,0 g/litrui.

Naudotos agarizuotos terpes.

Naft4 oksiduojanciq mikroorganizmq (kultnrq' Stamr) identifikavimo rezultatai:

Capeko terpes sudetis, g/l: Raimondo terpes sudetis, g/l:

Sacharozds 30,0 NH4CI 2,0

NaNO: 2,0 NaCl 5,0

KH2PO4 1,0 NazHPO+ 3,0

KCI 0,5 KHzPO,l 0 . 1

MgSOa x THzO 0,01 MgSOa x THzO 2,0

Distiliuoto vandens 1000 ml CaCl'x 6H'O 0,01

Terpe sterilizuojama 15-20 min. autoklave,

120'C temperat[roje. Jei reikalinga kieta

terpe, pridedama 20,0 g agaro

MnSOr x 5HzO o 0 2

FeSOq x THzO 0,01

Sacharoz6s 30,0

Distiliuoto vandens 1000 ml
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apeKo terpe yra rganizmai (

10) augo tik kontroleje be naftos angliavandeniliq.

2 pavyzdys. Naft4oksiduojandiq mikroorganizmq (NOM) mitybiniq terpiq, naudojamq

NOM identifikuoti, palyginimas

Panaudotos 3 skirtingos suddties mitybines terpds:

Ei l .

Nr.

Mikroorganizmq

gentis

Kultlrq

skaidius

Stamq, naudojandiq mazuto angliavandenilius, skaidius

Capeko terpe Raimondo terpe

I Pseudomonas 5 2 2

2 Bacil lus t 2 8 I
I

a
J Lactobacillus ) I

4 Rhodococcus 8 8 2

5 Micrococcus 1

6 Streptomyces 22 9

7 Micromonospora I

8 Penicillium t 9

9 Serratia 5 J

t 0 Aspergillus 1 7

l l Acetobacter 2 2 I

t 2 Trichoderma J J I

Viso 97 38 1 0

vada: Caneko te nkamesnd NOM identifikavimui. Mil croorsanizmai (ei l .  Nr. 5,7, 8

Capeko teqpe, g/l: Jamados terpe, g/l:

NaNO3 2,0 KH2PO4 ) \ KNO3 4,0

KHzPO+ 1 , 0 NH4NO3 5,0 KHzPO+ 0,6

KCI 0,5 MgSOa x THzO 1,0 NazHPO+ x l2H:O 1 ,4

MgSOa x THzO 0,01 mazutas 10,0 MgSO+ x 7H:O 0,8

Mazutas (vietoje

sacharozes 30 g) 10,0 ml

Distiliuotas

vanduo 1000 ml mazutas 10,0

Disti l iuotas

vanduo

1000 ml Disti l iuotas vanduo 1000 ml

N aft4 o ks iduoj and i q mikro organi zmq i denti f,rkuoj ant rezul tatai.



Grunto meginiqNr. Capeko terpe Jamados terpe Kaupiamosios kult[ros terpe

1 - i  I 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

Tyrit"o *r"ttatai parode, kad naudoiant eapeko ir Jamados terpes iSskirtas negausus NOM

l 0
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yrimo rezultatai parode

kult[rq skaidius. Kur kas gausesnis NOM (mikromicetq ir bakterijq) kultnrtl skaidius i5skirtas

kaupiamaj am metodui naudota terpe.

3 pav.vzdys. Mikroorganizmg i5augusiq 2,4,8 ir 12 terpeje (sudetis nurodoma), skaidius

(ksv x 104).

2. Mineraline druskq terpe bakterijoms (Appl. Environm. Microbiol. 1982,43), gll:

NazHPO+ 2,0

KHzPO+ 1,0

(l',lH+)zSO+ 0,4

MgSOa xTHzO 0,4

Mikroelementq

tirpalas

2,0 ml

Ansliavandeniliai 5 %

pH 1 1

Mikroelementq druskos pavidalu tirpalas, 9/100 ml: FeSO+ x THzO - 0,1; ZnSO+ x THzO -

0,88; CuSOq x 5HzO - 0,04; MnSOq x 4HzO - 0,015, Na2BaOT - 0,01; (NHa)6MoOz x 4H:O -

0,005.

Terpes Nr. Bakterijos Mieles Mikromicetai

N r . 2 86,5+23,2 2,9+0,8 6,4+2,5



4. Druskq terpe mikromicetams ( Braz. J.

Mikrobiol, 2001, Vol 32, Nr. 4), g/l:

8. Druskq terpe kitiems mikroorganizmams

(Zviagincev D., Metody poclivennoj

mikrobiologii i biokhimiyi, M. I99l), gll:

(NH+)zHPO+ 0,5 KNOr 2,0

KzHPO+ 0,3 MgSO+ x THzO 0,4

KHzPO+ 0,8 KH2PO4 0,3

MgSOa x THzO 0,3 NazHPO+ 0,7

CaClz 0,05 Vandentiekio vanduo 1000 ml

ZnSO.r x 6HzO 0,004 PH apie 7

Tiaminas 1,0 ml (100 mkg/ml) Benzino ar kito naftos produkto t %

Angliavandenilio 5 %

l l
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Terpes Nr. Bakterijos Mieles Mikromicetai

N r . 4 25,0!3,6 1,6+0,2 6,6+0,7

N r . 8 90,0+7,0 3,5+0,0 5,9+2,8

12. Jamados terpe grybams (Aplinkos biologinis valymas, Mikroorganizmq atranka

panaudojimas, V., 2003), gll:

KH2POa- 2,5

NHqNO:- 5,0

M g S O a x T H z O - 1 , 0

Mazutas - 10.0

4 pa{vzdys. Mikroorganizmq iSaugusiq 1,3,9,10, I l ,  l3 terpeje (sudetis nurodoma).

skaidius (ksv x 104)

l r

Terpes Nr. Bakterijos Mieles Mikromicetai

Nr. 12 23,2+9,7 4,7+2,0 10,9+1,4
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I 1 . Grybams (Soil sampling and methods of analyses, London, TokyoJ991, g/1,

Capeko terpe be sacharozds, naftos produktq - | %.

13. Bushnell-Haas terpe (nuo terpes Nr. 3 skiriasi angliavandenilio kiekiu), g/l:

Bushnell-Haas Broth (Difco),

Pridedama l0 %o naftos produkto.

Caminama distiliuotame vandenyje (1000 ml).

l. Druskq terpe bakterijoms (Mikrobiol,ogija

(RU), 1987,t.56, Nr. 4), gl l :

3. Bushnell-Haas terpe, g/l:

NH4NO3 1 , 0 MgSOa xTHzO 0,2

MgC12 0 , 1 K2HPO4 1 , 0

KHzPO+ 3,0 KH2PO4 1 . 0

KzHPO+ 7,0 FeClr 0,0s
CaCOr 1 , 0 NH+NOr t , 0
Nafta

(arba atskiri angliavandeniliai)

10,0

(8,0)

CaClz 0,02

PH apie7,2 Angliavandeniliai 0,5

9. Bakterijoms (Biodegradation of crude oil in

sando sediment, International biodeteration.

vol. 44, 1999), g/l:

10. Bakterijoms (Ilichev V.,

Biopovrezhdenija, M. 1987), g/l:

NHqCI 2,0 NaNO3 2,0

NaCl 5,0 KH2P04 1,0

NazHPO+ 3,0 MgSOa xTHzO 0,5
KH2P04 0,1 KCI 0,5
MgSOa x7H2O 2,0 MnSOq x 5HzO 0,02
CaCl2 x 6H2O 0,01 FeSO+ 0,01

MnSOax 5HzO 0,02 Mazuto 10,0

FeSO,r xTHzO 0,01 PH apie 7

Mazuto 10,0

PH 6,7-7
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MgSOa xlHzO 0,2

KzHPO+

KH2P04

FeC13

NH4NO3

CaClz

1 ,0

1 , 0

0,05

1,0

0,02

5,0

0 , 1 5

0,85

0,5

0 , 1

3 ,5

0,5

0,5

0,5

0,5

10,0

6,5

Nustatomas pH 7-7 .2, rfigStinant su HCI arba Sarminant su NaOH ir autoklavuoianra 15 nrin.

Terpes Nr. Bakterijos Mieles Mikromicetai

1 122,8+44,6 3,5+1,6 4,7+1,6

J 169,5+1,6 0 8,2+3,3

9 119,3129,0 1,8+0,7 l0, l+8,4

l 0 122,8+1,6 2,9+0,8 7,0+0

1 l 124,0t.8,4 6,2+3,6 5,5+2,9

1 3 147+9,99 5,3+0,8 7,8+1,4

5 paqvzdys. Mikroorganizmq i5augusiq 5,6,7 terpeje (sudetis nurodoma) skaidius (ksv x l0a)

5. Mieles (Methody eksperimentaljnoj mikologii, spravodnik, Kiev, 1982), g/l:

(NHa)2HPO+

KzHPO+

KHzPO+

MgSOa xTHzO

NaCl

Benzino ar kito naftos produkto

pH

6. Mielems (Soil sampling and methods of analyses, London, Tokyo, 1993), gll:

(NH4)2S04

K2HPO.r

KHzPOT

MgSOa x 7H2O

NaCl
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CaClz 0,1

Mazuto 10.0

7. Mielems (Biodegradation of crude oil in sando sediment, International biodeteration, vol.

44,1999), gll:

Mieliq azotinis pagrindas (Difco) 6,7

Mazutas 10

Terpes Nr. Bakterijos Mieles 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. Naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq (NOM), skaidius (ksv x 104;, i5skirtas ant

dviejq mitybiniq terpiq naudojant skirtingus angliavandenilius ir skirtingas jq koncentracijas

Pastaba: n/s - nepar,yko suskaidiuoti del didelio pavirsinio mazuto kiekio.

NOM (suminis - bakteri jos*mieles*mikromicetai), skaidius (ksv x 101),6 ir l3 terpeje, kai

panaudota skirtingi naftos produktai ir skirtingos jq koncentracijos:

Anglies

Saltinis

Naftos

produkto

koncentra-

cqa,%o

Bakterijos Mieles Mikromicetai

Terpe

N r . 6

Terpe

Nr. i:

Terpe

N r . 6

Terpe

Nr. 13

Terpe

N r . 6

Terpe

Nr.  13

Dyzeli-

nas

0,5

1 , 0

5,0

27,7+7,5

20,3+1,4

7,0+0

118,5+16,4

159, +4,7

27,3+3,6

2 ,3+1,5

1,0+0,0

0,3+0,6

1 , 3 + l , l

1,0+1,0

3,0+0,0

J,4+2,9

6,6+0,7

5 , 1 + 1 , 4

5,8+1,2

13,6+2,9

14,4+1,8

Nafta

0,5

1,0

5,0

117,0+g, l

78,0+5,4

23,4!0

162,2!14,1

120,8+4,9

23,4+0

1,0+1,0

2,6+0,6

1 ,3+1,2

3,3+0,6

2,3+0,6

0,3+0,6

11,7+1,2

9,7+1,4

3 , 1 + 1 , 8

ll,7+2,3

5 ,8+1,2

n 4+0

Mazu-

tas

0,5

1 , 0

5 ,0

93,6+2,3

70,2+2,3

59,2+10,9

I23,2+25,8

100,6+14,2

39,0+3,6

1,3+0,6

1,3+0,6

n/s

0,2+0,5

0,7+0,6

n/s

0,4+0

0,8+0

0,8+0

0,4+0

0,8+0

1,9+0,7
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Anglies

Saltinis

Naftos produkto

koncentractja, oh

NOM skaidius (ksv x 10')

Terpe Nr 6 Terpe Nr. 13

Dyzelinas

0,5

1 , 0

5,0

37,4

2J,g

12,4

125,6

173,7

44,7

Nafta

0,5

1 , 0

5,0

129,7

90,3

27,8

177,0

128,9

24,1

Mazutas

0,5

1 ,0

5,0

95,3

72,3

60,0

123,8

102,1

40,9

7 pav.vzdys. Naft4 oksiduojandiq mikroorganizmq Q.IOM) sitloma naujos sudeties LiuZino-

GVT terpe:

makroelementai druskq pavidalu, g/l:

NaNOr

KHzPOq

KzHPOq

MgSOa xTHzO 0,5

CaClz x 6HzO 0,1

FeSO+ x THzO 0,02

Mikroelementai drusktl pavidalu, g/l:

ZnSO+ x 6HzO

MnSO+ x 4HzO

KJ

H:BO+

(NHq)eMozOza x THzO

CuSOq x 5HzO

CoClz x 6HzO

vitaminai, mg/l:

t iaminas (B1)

riboflavinas (Bz)

0,005

0,005

0,005

0,005

0,005

0,001

0,001

0,2

0,2

3,0

1,0

0,5



1 6
LT 5587 B

pantoteno rflgitis (B5) 0,2

nikotino r[g5tis (PP) 0,2

piridoksinas (Bo) 0,2

EDTA(etilendiamintetraacetortg5tis) 0,15g/l

Alaus misa 5,0 mlil

Nafta (arba dyzelinas) 1,0-5,0 ml/l

Sojos miltai 5,0 g/l

Sacharozd (arba melasa) 2,0-10,0 g/l

Vanduo 1000 ml

Terpes tinkamumui ivertinti sudaryti tokie 4 variantai (terpeje panaudota l '0 ml/l naftos ir

sacharozds 2,0 gll):

A. Pilna sterili terpd,

B. Pilna nesterili terPd,

C. Vietoje vitaminq i terpE dedama tik 5,0 ml alaus misos; ir

D. Terpe be vitaminq sojos miltt5 sacharozes, paliekant alaus misos 5,0 ml/l'

Kontroliniu variantu (prototipas) panaudota stabili, pladiai naudojama Bushnell-Haas terpe

fios sudetis parodyta 4 pavyzdyje, tik Siame bandyme vietoje 0,5 g/l angliavandeniliq - terpe

Nr. 3 bei 10 % naftos produktq- terpe Nr.-l3, I Si4tyrimo terpq [terpta 1,0 ml/l naftos)'

NaftE oksiduojandiq mikroorganizmq skaidius (ksv x 104), i5skirtas i5 naftos produktais

uZterSto grunto ant naujosios universalios mitybines terpes ir nurodytq varianttl. Rezultatai

pateikiami lenteleje:

Terpes variantas Bakterijos Mieles Mikromicetai

A 214,1+22,4 2,4+0,0 5,1+0,J

B 185,1+16,51,6+0,7 1 1 , 4 + 1 , 4

C 149,0+2,7 0,8+0,7 ? 5 + l ?
J ) J - 1 ) -

D 7J,6+2,4 2,0+0,7 3 , 1 + 1 , 4

Kontrole Bushnell-Haas terpe 78,4+2,7 1,210,0 4,3+2,4

Gaut i rezu l ta ta i . o �a r tusy rae fek tyvesn6ne ikon t ro l i n0

Bushnell-Haas terp€. Kai terpeje sumazinamas karbohidratq kaip anglies Saltinio (sojos

miltai, sacharoze) kiekis bei terpeje ndra vitaminq, jos efektyvumas smarkiai sumaZeja (D

variantas) ir prilygsta kontrolei.
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Atlikti bandymai akivaizdliai parodo, kad tokios sukurtos kompozicijos NOM mitybine terpe

(os sudetis pateikiama 7 pavyzdyje) uZtikrina naftq oksiduojandiq mikroorganizmq ([vairitt

bakterij$ mieliagrybig mikromicetq r05iq), pasizymindiq skirtingomis fiziologinemis-

biocheminemis savybemis, ger4 vystym4si ir yra tinkamas tarSos naftos produktais

indikatorius.

Didelis si[lomos LiuZino-GVT terpes privalumas bei pranaSrunas, kad ja sudarandiais

veiksniais (C:N:P:K santykis, atitinkamos koncentracijos 7 mikroelementq 5 vitaminq

panaudojimas, kompleksono EDTA [vedimas i terpQ, pH reguliavimas) uZtikrinamas terpes

stabilumas. J4 sudarantys ingredientai, jq kiekiai ir tarpusavio s4veika pilnai atitinka [vairius

NOM fiziologiniq grupiU mirybinius reikalavimus ir gali biiti efektyviai naudojama aplinkos

uZter5tumo nafta ir jos produktais lygiui [vertinti, naftq oksiduojandiq mikroorganizmq

atrankai, naujq naftos telkiniq paie5kai.
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ISRADIMo APIBREZTIS

l. Naftq oksiduojandiq mikroorganizmq terpds gavimo budas, kai I ja [neSa naftos produktus,

pagrindinius biogeninius mitybos elementus, mikroorganizmus kultivuoja aerobindmis

s4lygomis esant palankiam temperat[ros reZimui, besiskiriantis tuo, kad I terpg ideda naftq

ir karbohidratus kaip anglies Saltini, subalansuoja anglies, azoto, fosforo, kalio tarpusavio

kiekius, [terpia mikroelementus, vitaminus, kompleksonus, svarbius naft4 skaidandiq

mikroorganizmq veiklai intensyvinti.

2. B[das pagal I punkt4 besiskiriantis tuo, kad kaip anglies Saltin[ naudoja naftq 1,0-5,0

ml/l ir sacharozE 2,0-10,0 g/1.

3. B[das pagal I punkt4 besiskiriantis tuo, kad sudaryti buferiniam tirpalui, palaikandiam

terpes vandenilio jonq koncentracij4 pH lygi4 7, fosforo Saltiniu naudoja KHzPO+ 0,9-1,0 g/l

ir KzHPOq 0,4-0,5 g/1.

4. B[das pagal I punktq besiskiriantis tuo, kad palaiko optimaltl terpes C:N:P:K santyki,

atitinkant[mikroorganizmql4steles elementqsudeti kuris sudaro 100:5-7:1:1.
: - t  I

5. Bfidas pagal I punktq 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. B[das pagal 1 punktq besiskiriantis tuo, kad I terpg [deda vitaminus, tokius kaip tiaminq

(B1), riboflavin4 (B2), pantoteno rug5ti (B5), nikotino rflgSt[ (PP), piridoksin4 (86), kiekvieno

jq ne daugiau kaip 0,2 mgll�

7. B[das pagal I punkt4 besiskiriantis tuo, kad I terpe iterpia kompleksonq EDTA

maZdaug 0,15 g/1, kuris sudaro kompleksinius junginius su mikroelementais ir taip paSalina jq

i5kritim4 ir nusedim4.
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8. Bldas pagal I punkt4 besiskiriantis tuo, kad naftq oksiduojandiq mikroorganizmq

grupes, platus jq spektras, kultivuoja agarizuotoje terpeje 23-26C temperat[roje, geriau

25-26C temperatlroje.

9. NaftE oksiduojandiq mikroorganizmq terpd, apimanti naftos produktr.rs, pagrindinius

biogeninius mitybos elementus, azotqu fosforq kali, magnL kalcl besiskirianti tuo, kad

LiuZino-GVT terpes turin[ sudaro: nafta - 1,0-5,0 ml/I, sacharoze (arba melasa) - 2,0-10,0

g/1, sojos miltai - 5,0 g/1, alaus misa -maZdaug 5,0 ml/I, makroelementai druskq pavidalu:

NaNO: -3,0 dl, KHzPO+- 0,9-1,0 g/1, K2HPOa - 0,4-0,5 g/1, MgSOa xTHzO - 0,5 gll, CaClz

x 6HzO - 0,1 gll, FeSO+ x THzO - 0,02 g/l; mikroelementai druskq pavidalu: ZnSO+ x 6H2O,

MnSOr.x 4H2O, KJ, HrBOr, (NFIr)oMotOzq x 7HzO, kiekvieno jq ne daugiau kaip po 0,005

g/l; CuSOa x 5H2O, CoClz x 6H2O, kiekvieno jq ne daugiau kaip po 0,001 g/l; vitaminai:

tiaminas (B1), riboflavinas (B2), pantoteno r0g5tis (B:), nikotino r[g5tis (PP), piridoksinas

(86), kiekvieno jq ne daugiau kaip po 0,2 mg{; kompleksonas EDTA (etilendiamintetraacto

rugStis) - maZdaug 0,15 g/l ir vanduo iki 1000 ml.
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