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ISradimo sritis

Sis iSradimas yra susijes su naftg skaidancio mikroorganizmo kompozicija ir

jos panaudojimu naftos, ir jos dariniy utilizavimui i$ uztersto grunto.
Technikos lygis

Nafta yra sudétingas angliavandeniliy ir kity organiniy junginiy misinys. Jame
yra Simtai ar tikstand&iai alifatiniy, Sakoty ir aromatiniy angliavandeniliy (Wang et al.
1998), kuriy dauguma yra toksiski gyviems organizmams.

UZterSto dirvoZzemio valymui dazniausiai naudojami fiziko-cheminiai ir
biologiniai budai. Fiziko-cheminiai apdorojimo bdai yra deginimas, terminé desorbcija,
koksavimas, tirpikliy ekstrahavimas, talpinimas j sgvartynus ir t.t. Taciau $ie bidai arba
paverCia gruntg nebenaudotinu (deginimas), arba nepa$alina esminés problemos
(sgvartynai). Be to, Europoje, jstatymai reikalauja, kad buty maZinamas visy sgvartyny

skaicius ir kuo daugiau atlieky baty perdirbama.

Dar 1946 m. Claude E. ZoBell atrado, kad daugelis mikroorganizmy gali
naudoti angliavandenilius kaip vienintelj anglies ir energijos $altinj. Jis taip pat nustate,
kad angliavandeniliy panaudojimas labai priklausé nuo naftos misiniy sudedamuyjy
daliy cheminio pobadZio ir aplinkos veiksniy (Jain et al. 2011). Mikroorganizmy
panaudojimas angliavandeniliais uZterStos teritorijos atkrimui (remediacijai) yra
vykdomas panaudojant naftg oksiduojancius mikroorganizmus, ypaé dirvoZzemyje
esancias vietines bakterijas ir grybus. Sie mikroorganizmai gali skaidyti daugybe naftos
atliekose esanciy sudedamuyjy daliy (Eriksson, Dalhammar, ir Borg-Karison 1999;
Barathi ir Vasudevan 2001; Mishra et al. 2001). Nors grybai taipogi pasizymi naftg
oksiduojanciomis savybémis, taciau jy augimas yra salyginai létas, todél jie sunkiai
pritaikomi lauko sglygomis ir esant dideliam uZter§tumui (Mohsenzadeh, Chehregani
Rad, ir Akbari 2012). Siekiant paspartinti biologinj skaidyma naftos produktais
uzterStas gruntas apdorojamas dirbtinai uZaugintais naftg oksiduojandiais
mikroorganizmais, kurie naftos angliavandenilius naudoja kaip maisto $altinj ir skaido
juos iki nekenksmingy medziagy: CO2 ir H20.

Acinetobacter ri8ys yra placiai paplite ir gali bati iSgaunamos i§ vandens,
dirvoZzemio, gyvy organizmy ir net i§ Zmogaus odos. Tai nejudrios, neigiamos
oksidazeés, grieZtai aerobinés, gram neigiamos kokobacilos. Jos gali naudoti jvairius

anglies Saltinius augimui ir gali bati auginamos palyginti paprastose terpése, jskaitant
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maistinj agarg arba triptikazés sojy agarg (Abdelhaleem 2003). Acinetobacter genties
bakterijos dél savo jvairovés gamina daugybe medziagy naudojamy biotechnologijose.
Kai kurios Acinetobacter riSys gamina didelius kiekius polisacharidy, poliesteriy ir
lipaziy. Tadiau industriniu poziGriu svarbiausi yra emulsikliai, tokie kaip, pvz.,
emulsinas (Gutnick et al. 1980), OmpA (Walzer, Rosenberg, ir Ron 2006) ar alasanas
(Toren et al. 2002). Emulsikliai ypa& naudingi angliavandeniliy skaidyme, nes padeda
emulguoti naftg ir jos darinius, taip paspartindami degradavimo procesus. Jau prie$
porg dedimtmeciy buvo pastebéta, kad kai kurios Acinetobacter riSys geba skaidyti
nafta ir jos darinius, taCiau geri rezultatai buvo pasiekiami tik laboratorinemis
sglygomis, dél naftos inhibiciniy savybiy bei aeracijos trikumo dirvoje bei skystoje
terpéje (Hanson et al. 1997). Visy mikroorganizmy augimui ir dauginimuisi yra batinos
ne tik maisto medziagos, bet ir mikroelementai, tokie kaip azotas, kalis, fosforas, siera,
magnis, kalcis ir tt. Kai kurie i$ jy - gyvybiSkai svarbds, nes yra DNR sudétyje (azotas,
fosforas), amino rug3&iy sudétyje (azotas, siera) ir Igsteliy sienelése (fosforas, kalcis).

Tacdiau mikroelementai taip pat gali jtakoti jvairiy naftos komponenty
bioremediacijg. Aromatiniy angliavandeniliy biologinis skaidymas yra ypa¢ jautrus pH
pokyCiams. Foght ir kt. 1999 m. iStyré azoto $altinio vaidmenj naftos komponenty
biologiniam skaidymui esant Saltoms jdrinéms sglygoms (10 °C). Nitratai neturéjo
jtakos pH, tagiau amonio pokyciai lémé rigstéjima, dél kurio susilpnéjo aromatiniy
junginiy skaidymas (Margesin ir Schinner 2001). Tokie rezultatai rodo, kad labai svarbu
tinkamai adaptuoti sglygas, kuriose mikroorganizmai skaido terSalus ir nuolat stebéti
ty salygy pokycius. Dél nepastoviy oro sglygy ir nevykdant stebéjimy, daugelis
bakteriniy preparaty neveikia taip kaip yra tikimagsi atlikus tik laboratorinius
eksperimentus. Taigi daug su naftos biologiniu skaidymu susijusiy iSradimy yra
nepritaikomi praktiSkai arba veikia tik uzdaromis ir kontroliuojamomis sglygomis ir

negali bati pritaikyti dideliems uzter$to grunto plotams.
ISradimo esmé

Bakterinio preparato skaidancio naftos ter$alus, apimanéio Acinetobacter
calcoaceticus BT 8 mikroorganizmus, panaudojimo technologija yra pagrista bakterijy,
atrinkty i$ dirvoZzemio, kultivavimu ir jy panaudojimu naftos degradacijai. Sis iSradimas
paspartina dirvoZzemio valymo procesg ir yra pranasesnis uZ kitus pramoniniu bdu
gaminamus preparatus kadangi panaudojamas mikroorganizmo gebéjimas fiksuoti ore
esant] azotg, taip sumaZinant pridétiniy tra8y poreik|.
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Detalus iSradimo apraSymas

Siame iSradime apraSomas naujas bakterinis preparatas gebantis efektyviai,
saugiai ir pigiai oksiduoti naftos terSalus dirvoZzemyje ir paversti juos nekenksmingomis
cheminémis medziagomis. Sukurtas bakterinis preparatas pasizymi mazesniu
mineralinio azoto poreikiu, nes jame naudojama bakterija A. calcoaceticus BT 8 geba
fiksuoti ore esantj dujinj azotg ir versti jj mineraline medziaga reikalinga jvairiy

gyvybiniy funkcijy palaikymui.

Viename iSradimo jgyvendinimo pavyzdyje naudojamas bakterinis preparatas
susidedantis i§ atrinkty A. calcoaceticus BT 8 bakterijy ir mineraliniy trg$y, kurios
neapima azoto. Sis preparatas buvo i$bandytas laboratorinémis sglygomis, kur naftos
terSaly koncentracija buvo 181 g/kg.

Dar viename iSradimo jgyvendinimo pavyzdyje naudojamas bakterinis
preparatas susidedantis i atrinkty A. calcoaceticus BT 8 bakterijy ir mineraliniy trgsy
apimanciy azotg. Preparatas buvo iSbandytas laboratorinémis sglygomis, kur naftos
terSaly koncentracija buvo 181 g/kg.

Dar viename iSradimo jgyvendinimo pavyzdyje bakterinis preparatas yra
naudojamas specializuotu bddu, po auginimo uZ$aldant bakterinj preparatg ir jj
atsildant tik prie§ purS8kimg ant nafta uzterStos dirvos, kai preparato bei mineraliniy
traSy kiekiai yra parenkami pagal dirvos uZter§tumo laipsnj bei numatomas papildomo
purskimo grafikas.

BréZiniy paveiksly aprasymas

1 pav. Parodytas naftos angliavandeniliy kiekis po ménesj trukusio
laboratorinio eksperimento, kai pradinis terSaly kiekis buvo 181 g/kg. Palyginamas
biopreparato poveikis su mineralinio azoto $altiniu ir be jo.

2 pav. Parodytas naftos angliavandeniliy skaidymas lauko salygomis, kai
pradiné naftos koncentracija - 189 g/kg. Eksperimento trukmé — 8 sav.

Priemonés ir metodai

Prietaisai: techninés svarstyklés KERN PCB 2500, analitinés svarstyklés
KERN ABJ 220, laminariné oro srauto spinta ,Thermo Scientific*, termostatuojama
purtykle ,Thermo Scientific* MaxQ 4450, termostatuojamas mikroorganizmy
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inkubatorius ,Thermo Scientific* Heratherm [GS60, fermentatorius EDF-5.4_1

.Biotehniskais centrs“, autoklavas AL02-10 ,Advantage-Lab“, spektrofotometras
GENESYS 108 UV-Vis ,Thermo Scientific”.

Reagentai:

1 Lentelé. Bakterinio preparato gamyboje naudojami reagentai.

i is | Formule
1. itybiné terpé CM001B - Oxoid
5 Bakteriologinis LPO11B ) Oxoid
agaras
3. Dyzelinas - - Statoil
e o Vilniaus
4, Rektifikuotas spiritas | - - Degtiné
Di-amonio Fisher
5 | hidrofosfatas 7783-28-0 (NH4)2HPO4 Scientific
6. Amonio chloridas 12125-02-9 NH4Cl Acros Organics
e Fisher
7. Kalio dihidrofosfatas | 7778-77-0 KH2PO4 Scientific
e Fisher
8. Di-kaliohidrofosfatas | 7758-11-04 K2HPO4 Scientific
9. Mangano sulfatas 7785-87-7 MnSOa4 Roth
10. | Moro druska 7783-85-9 FeS0. Fisher
] ‘(NH4)SO4 Scientific
11. | Kalcio chloridas 10043-52-4 CaClz Fisher
Scientific
12. | Gliukozé 492-62-6 - Acros Organics
13. | Natrio chloridas 7647-13-5 NaCl Fisher
Scientific
14 Dejonizuotas I vandens kokybes | )
" | vanduo lygis
Vandentiekio
15. - - -
vanduo
16. | Natrio Sarmas 1310-73-2 NaOH Sigma-aldrich
17. | Fosforo rlgstis 13598-36-2 H3PO4 Sigma-aldrich
Kalio Fisher
18. permanganatas 7722-64-1 KMnO4 Scientific
19. | Techninis aliejus - - Sanitex
20. | Maistinis cukrus - - Sanitex
21. | Melasa - - Sanitex
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Metodai:
Mikroorganizmy atranka

Siekiant sukurti bakterin] preparatg naftos terSaly valymui dirvozemyje buvo
naudojamas selektyvios atrankos metodas iSgaunant mikroorganizmus i
angliavandeniliais uzter$to dirvoZzemio méginiy. Méginiai buvo imti i seno garazo
automobiliy remonto dirbtuviy, paémus naftos produktais uZtersto Slamo pavyzdziy.
Norimy izoliaty i$skyrimas buvo atliekamas ant agarizuotos terpés auginant i3 meéginiy
iSskirtus mikroorganizmus, kai vienintelis anglies S3altinis terpéje buvo
angliavandeniliai. Sékmingiausiai auge mikroorganizmai buvo naudojami kituose

eksperimentuose.
Azotg fiksuojan&iy mikroorganizmy atranka

ISskirti naftg oksiduojantys izoliatai buvo auginami ant agarizuotos terpés, be
azoto Saltiniy. Eksperimento metu iSaugo tik tie naftg oksiduojantys izoliatai, kurie
gebéjo fiksuoti ore esantj dujinj azotg ir versti jj mineraline medZiaga reikalinga jvairiy
gyvybiniy funkcijy palaikymui.

Mikroorganizmy ruSies nustatymas

Siekiant patvirtinti iSskirto mikroorganizmo rasj jis buvo identifikuojamas
BASECLEAR laboratorijoje  Olandijoje. Mikroorganizmas buvo identifikuotas
panaudojant validuotg MicroSeq sistemg i§ ,Applied Biosystems*. Si automatiné
sistema yra paremta bakterinio 16S rRNR geno PGR amplifikacija ir DNR sekoskaita.
Buvo nustatyta A. calcoaceticus BT8 16S rRNR geno seka - SEQ ID Nr. 1:

GATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAGTGA
TGGTGYTTGCACTATCACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTG
CCTATTAGTGGGGGACAACATTTCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTA
CGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCG
GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGT
CTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGG
CTACTGAAGTTAATACCTTCAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGG
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CTAACTCTGT.

Nustatyta, jog geno seka 99,94 % sutampa su laboratorijoje naudojamoje
duomeny bazéje esancia A. calcoaceticus 16S rRNR geno seka. Rlsies nustatymas
patvirtino, jog musy i8skirta bakterija yra nepatogeniné ir tinkama naudojimui

dirvoZzemio bioremediacijoje.
A. calcoaceticus BT 8 biopreparato paruo$imas

Norint uztikrinti, kad A. calcoaceticus BT8 bus veiksmingas lauko sglygomis,
mikroorganizmas kultivuojamas paprastoje mitybinéje terpéje su sumaZintu
mineralinio azoto kiekiu, aerobinémis sglygomis. Auginimo pabaigoje biopreparatas
yra paruoSiamas uZzSaldymui -18 °C temperatilroje, pridedant 10 % (pagal tarj)

melasos. Kultdrinis skystis su melasa gerai iSmaiSomas, iSpilstomas ir uz8aldomas.
Biopreparato panaudojimo pavyzdziai

Cia nurodomi bakterinio preparato panaudojimo pavyzdZiai. ISradimas néra

ribojamas $iais pavyzdziais.

1 pavyzdys

ISaugintas ir uz3aldytas A. calcoaceticus BT8 preparatas laboratorinémis
sglygomis buvo atSildytas, atskiestas su vandeniu papildytu mineralinémis tragSomis (P,
K) ir po 50 ml i8pilstytas j 1 L tdrio indus su nafta uzter§tu gruntu. Indai buvo laikomi
kambario temperatroje (~22 °C) meénesj laiko. Kiekvieng savaite gruntas buvo
permaiSomas ir papildomai uzpilami skirtingi kiekiai biopreparato bei vandens. Kas
savaite buvo matuojamas angliavandeniliy kiekis grunte. Eksperimento salygos
pateikiamos 2 lenteléje.

2 lentelé
Indo numeris 1 2 3 4
Pradinis naftos kiekis g/kg | 181 181 181 181
Biopreparato kiekis ml 0,5 1 2 5
Vandens kiekis ml 49,5 49 48 45
Galutinis naftos kiekis g/kg | 101 91 84 93
2 pavyzdys

ISaugintas ir uZ3aldytas A. calcoaceticus BT8 preparatas laboratorinémis
salygomis buvo atSildytas, atskiestas su vandeniu papildytu mineralinémis traSomis



LT 6625 B

(N, P, K) ir po 50 ml buvo i8pilstytas j 1 L tario indus su nafta uZterStu gruntu. Indai
buvo laikomi kambario temperatiroje (~22 °C) ménesj laiko. Kiekvieng savaite gruntas
buvo permaiSomas ir papildomai uzpilami skirtingi kiekiai biopreparato bei vandens.
Kas savaite buvo matuojamas angliavandeniliy kiekis grunte. Eksperimento saglygos

pateikiamos 3 lenteléje.

Sio eksperimento metu nustatyta, kad j terpe pridéjus papildomg azoto $altinj
angliavandeniliy skaidymas pasikeité nezymiai. Pirmo ir antro pavyzdziy rezultaty
palyginimas pateikiamas 1 pav.

3 lentelé
Indo numeris 1 2 3 4
Pradinis naftos kiekis g/kg | 181 181 181 181
Biopreparato kiekis ml 0,5 1 2 5
Vandens kiekis ml 49,5 49 48 45
Galutinis naftos kiekis g/kg | 99 88 80 94
3 pavyzdys

ISaugintas ir uZzSaldytas A. calcoaceticus BT8 preparatas prie$ naudojimg buvo
atSildytas ir po 1 L buvo i$pilstytas ant 4 m2 ploto dirvos, kuri buvo uztersta naftos
produktais (189 g/kg). Preparatas buvo skiedZiamas su mineralinémis trgSomis (P, K,
N) papildytu vandeniu santykiu 1:20. Azoto kiekis mineraliniy trgsy misinyje buvo
sumazintas iki 50 mg/kg uzter$to grunto. Pusé praskiesto biopreparato buvo
iSpurskiama ant ~30 cm sluoksnio storio sukasto grunto, po iSpurkimo gruntas vél
sukasamas ir iSpurS8kiama antra biopreparato dalis. Kiekvieng savaite gruntas buvo
permaiSomas ir papildomai uZpilama biopreparato bei vandens. Kas savaite buvo
matuojamas angliavandeniliy kiekis grunte. Lauko eksperimentas truko 2 meén.

Eksperimento sglygos pateikiamos 4 lenteléje.

4 lentelé

Savaité 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Naftos 189 | 165|143 | 119 90,6 | 79,7 | 69,6 53,2 41,3
angliavandeniliy

konc. g/kg
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Sis eksperimentas parodé jog, naudojant mdsy iSradima, efektyviam

angliavandeniliy skaidymui lauko salygomis reikalingi mazesni azoto trgsy kiekiai.

Optimalios miasy sukurto bakterinio preparato veikimo salygos bei

paaiskinimai pateikti 5 lenteléje.

5 Lentelé. Optimalls bakterinio preparato parametrai.

Paaigkinimai
Naftos produkty koncentracija neturi didelés
jtakos naftos angliavandeniliy skaidymo

Naftos produkty
koncentracija, g/kg 1-300

efektyvumui

Esant mazesniam titrui gruntas papildomai
Nafta oksiduojantys apdorojamas biologiniu preparatu
mikroorganizmai, 2106
KSV/g

<35 - reikalingas papildomas laistymas
Drégmé, % 35-60 vandeniu

>60 — reikalingas daznesnis grunto vartymas
Esant ortofosfaty trikumui papildomai
jdedamas apskaiCiuotas trg$y kiekis

Ortofosfatai, mg/kg 1000-3000

pH koreguojamas 0,1 % NaOH/H3PO4

pH 57-8,2 vandeniniu tirpalu
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ISradimo apibréztis

1. Bakterinis preparatas, skirtas naftos produkty oksidacijai, charakterizu
ojamas tuo, kad naudojami Acinetobacter calcoaceticus BT 8 mikroorganizmai ir
papildomi mikroelementai, reikalingi mikroorganizmy augimui ir vystymuisi, kur A.

calcoaceticus BT 8 mikroorganizmai vykdo ore esancio azoto fiksacijg.

2. Bakterinis preparatas pagal 1 punkta, charakterizuojamas tuo, kad
mikroelementai yra parinkti i$ grupés susidedancios i$ fosforo, kalio ir azoto.

3. Bakterinis preparatas pagal 1-2 punktus, charakterizuojamas tuo,
kad azoto kiekis biopreparate yra iki 50 mg/kg uztersto grunto.

4. Bakterinis preparatas pagal 1-3 punktus, charakterizuojamas tuo,
kad A. calcoaceticus 16S rRNR seka yra bent 99 % identiSka SEQ ID Nr. 1.

5. Bakterinis preparatas pagal 1-4 punktus, charakterizuojamas tuo,
kad pagamintas preparatas iki naudojimo yra uzsaldomas.

6. Bakterinio preparato pagal 1-5 punktus panaudojimas naftos ter$aly skaidymui
dirvoZzemyje.

7. Bakterinio preparato panaudojimas pagal 6 punkta, charakterizuoja
m a s tuo, kad terSaly skaidymo paspartinimui naudojama dirvoZzemio aeracija ir
drékinimas.

8. Bakterinio preparato panaudojimas pagal 6-7 punktus, charakterizuoj
am as tuo, kad bakterinis preparatas yra purSkiamas ant dirvozemio 2 kartus per
savaite.
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