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NAFTOS ANGLIAVANDENILIY SKAIDYMAS NAUDOJANT GRYBUY KULTURAS

TECHNIKOS SRITIS

Sis idradimas skirtas naftos angliavandeniliams skaidyti vandenyje, naudojant i§ Baltijos pajdrio

aplinkos (smélio ir vandens) i§skirtas gryby kultdras.

TECHNIKOS LYGIS

Padidéjes Zaliosios naftos, alternatyviyjy degaly ir jy miSiniy gabenimo skaiCius Baltijos ir kitose
jarose didina jy krovg naftos terminaluose ir galimy iSsiliejimy rizika, Siems produktams patenkant j
aplinkg. Naftos angliavandeniliai yra vienas i§ pagrindiniy jary ekosistemoms ir Zmoniy sveikatai

kenksmingy tarSos Saltiniy.

I$siliejusiy naftos angliavandeniliy plitimg veikia hidrometeorologiniai parametrai (temperatra, véjo
greitis, bangos, vandens srovés ir kt.) ir naftos plitimas priklauso nuo angliavandeniliy tipo bei
lakiyjy frakcijy — mazos molekulinés masés alkany ir monoaromatiniy angliavandeniliy — iSgaravimo
laipsnio (McGenity et al., 2012). I$silieje angliavandeniliai sudaro plévele, kuri formuoja laselius ir
jie i8sisklaido vandens storyméje — dél to pageréja angliavandeniliy biologinis skaidymasis ir naftos
angliavandeniliy komponenty tirpumas vandenyje. Neramios jaros sglygomis angliavandeniliuose
susidaro vandens emulsija, kitaip vadinama $okolado putésiais (angl. chocolate mousse), kurios

didelis klampumas ir mazas pavirsiaus plotas sunkina angliavandeniliy skaidymasi.

Fotooksidacija yra dar vienas naftos angliavandeniliy irimo procesas, kurio metu angliavandeniliai,
o ypa¢ policikliniai aromatiniai, reaguoja su deguonimi veikiami saulés spinduliy. Del Sios
priezasties atsiranda struktdriniy pokyéiy, dél kuriy gali padidéti angliavandeniliy tirpoumas arba

biologinis skaidymasis vandenyje.

Tuo tarpu sedimentacijos procesas prasideda tada, kai naftos angliavandeniliai absorbuojasi |

vandenyje esancias daleles, nes kitu atveju dél mazesnio angliavandeniliy tankio nei vandens

tankis jie pasiskirsto vandens pavirSiuje.

Bioremediacija yra vienas i$ svarbiausiy procesy, kurio metu nafta, ypa¢ nelakieji organiniai naftos

angliavandeniliai ir jy produktai, paSalinama i$ jrinés aplinkos.

Pagrindinis mikroorganizmy naudojimo bioremediacijos procese tikslas yra sumazinti ar pasalinti
toksines medziagas i§ uztersty viety jvairiais badais, tokiais kaip skaidymas, asimiliacija ar
transpiracija atmosferoje, gaunant netoksiSkus galutinius produktus, tokius kaip neorganines
molekulés, vanduo, anglies dioksidas ir mikroorganizmy biomasé. Dél biologinés kilmés, lyginant
su cheminémis aktyviosiomis pavir§iaus medziagomis, mikroorganizmai turi tam tikry pranasumy,
pavyzdZziui, geresnis biologinis suderinamumas ir biologinis skaidomumas, sumaZzéjes toksiskumas,

aktyvumas ir stabilumas ekstremaliomis temperatlros, pH ir druskingumo salygomis.
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Didziausias bioremediacijos naudojimo pranasumas yra susijes su aplinka. Tai ekologiSkas ir
tvarus procesas, beveik neturintis jokio kenksmingo Salutinio poveikio, kurio metu tersalai néra
perkeliami j kitas aplinkos terpes. Be to, valomas plotas gali bati didesnis, nei naudojant kitas
i$siliejusiy terSaly valymo technologijas, nes valymas vyksta judant naftos démei, o tai leidZia
pasiekti ir tas vietas, kurios kitu atveju bity neprieinamos. Taikant in situ (palyginti su ex situ)
metoda, susidaro maziau antriniy atlieky, sumazéja terSaly pernesimo tarp terpiy galimybé ir
uzterstos terpés poveikio Zmonéms pavojus. Be to, bioremediacija in situ daZnai kainuoja maziau

nei kitos technologijos, nes procesui reikia minimaliy priemoniy ir maziau energijos.

Mikroorganizmy naudojimas naftos angliavandeniliams skaidyti turi potencialo, nes mikroorganizmy
fermentai ne tik skaido, bet ir naudoja jvairius angliavandenilius kaip vienintelj anglies ir energijos
Saltinj.

Mikroorganizmy biologiniam skaidymui jtakos gali turéti Sie aplinkos veiksniai: temperatdra, pH,
deguonies ir maistiniy medziagy kiekis. Biologinis skaidymas priklauso nuo mikroorganizmy
katabolinio aktyvumo, nuo jy gebéjimo produkuoti naujas medziagas dél genetiniy pokyciy arba
nuo specifiniy fermenty indukavimo. Taip pat biologinio skaidymo intensyvumas priklauso nuo
mikroorganizmy, galinéiy skaidyti teralus, gausumo. Kai salygos mikroorganizmams yra palankios,

biologinis skaidymas pasiekia maksimaly greit;.

Maistinés medziagos, jskaitant azotg ir fosforg, yra svarblis sékmingo terSaly biologinio skaidymo
komponentai. Anglis gaunama i$ organiniy $altiniy (naftos angliavandeniliy); vandenilis ir deguonis
imamas i§ vandens (Kalantary et al.,, 2014). ISsiliejus naftai jaros ir gélo vandens aplinkose,
padidéja anglies kiekis ir sumazéja azoto bei fosforo kiekis, kas gali tureti jtakos biologinio
skaidymo procesui. Druskéto vandens aplinkoje azoto ir fosforo kiekiai yra mazi, todél siekiant
suintensyvinti ter§aly bioremediacijos procesa, bdtina papildomai pridéti maistiniy medziagy (Atlas,
1995; Head, Swannell, 1999). Jirinéje aplinkoje labai svarbu pridéti ir biostimuliatoriy, kurie turety
bati nukreipti j mikroorganizmus, esancius naftos laseliuose, ir kurie nebdty lengvai praskiedziami

bei iSplaunami esant didesniam bangavimui.

Didziausias naftos angliavandeniliy skaidymo greitis jaros ir gélo vandens aplinkose pasiekiamas

esant 20-30 °C ir 15-20 °C temperattroms atitinkamai.

I$ jaros ar dirvoZzemio aplinkos i$skirti mikroorganizmai, pavyzdZiui, bakterijos, grybai ir mieles,

geba skaidyti jvairius angliavandeniliy junginius ir yra naudojami biologinio valymo procesuose.

Iki Siol atliktuose tyrimuose buvo tirtas jariniy gryby naudojimas bioremediacijos procese naftos
angliavandeniliams skaidyti, kiekybi$kai jvertinant naftos angliavandeniliy masés pokycius laike
arba naftos angliavandeniliy junginiy, jskaitant tiesios grandinés n-alkany, S$akotos grandinés

alkany (pvz., pristano ir fitano) bei policikliniy aromatiniy angliavandeniliy, kiekio poky¢ius. Grybai



geba suskaidyti struktdriskai skirtingg naftos angliavandeniliy diapazong jvairiais mechanizmais,

jskaitant vidulgstelinius ir tarplastelinius fermentus.

] vandenj pateke angliavandeniliai linke plisti — dél véjo ir bangy poveikio koncentruotis vienoje
vietoje: sudaryti vandens ir naftos angliavandeniliy arba naftos angliavandeniliy ir vandens puty
(angl. foam) pavidalo emulsijas (Colwell et al., 1977). Mikroorganizmy naudojimo naftos
angliavandeniliams skaidyti procese taip pat svarbu yra paéiy mikroorganizmy emulsijos

suformavimas.

Bakterijos ir grybai patys gamina biologiskai veiklias medziagas. Dél biologinés kilmés Sios
medziagos, palyginti su cheminémis aktyviosiomis pavir§iaus medzZiagomis, turi tam tikry
pranasumy, tokiy kaip geresnis biologinis suderinamumas ir biologinis skaidomumas, mazesnis
toksiSkumas, aktyvumas ir stabilumas ekstremaliomis temperattros, pH ir druskingumo salygomis.
Biologiskai aktyvios pavirSiaus medziagos, atsizvelgiant | jy sudedamasias struktdras, gali bati
glikolipidai, fosfolipidai, polisacharidai ir lipidy kompleksai, lipoproteinai ir kryzmiskai sujungtos,

hidroksilintos riebaly ragstys bei visa lastelés struktira (Effendi et al., 2018).

Jvairlis grybai yra Zinomi kaip svarbls auk$tos molekulinés maseés policikliniy aromatiniy
angliavandeniliy skaidytojai sausumoje, metabolizmo procesuose naudojantys fermenty kompleksg
(McGenity et al., 2012). Gryby naftos angliavandeniliy skaidymas sausumoje yra gerai zinomas
procesas, taciau rusiy jvairové ir su tuo susije mechanizmai bei skaidymo bddai dar néra i§samiai
iStirti. Apskaiciuota, kad gryby rasiy jvairové svyruoja nuo 1,5 iki 3,5-5,1 milijony. Gryby daugiausia
randama sausumoje, bet taip pat aptinkama ir vandens aplinkoje (géluose vandenyse ir jlrose),
taciau nepaisant savo galimo svarbaus naftos angliavandeniliy skaidymo pakrantése vaidmens, jie
vis dar nesulaukia pakankamo démesio (McGenity et al., 2012). Turint omenyje platy gryby
paplitimg aplinkoje ir jy poveikj naftos angliavandeniliams, gryby naudojimas naftos

angliavandeniliams skaidyti turi didelj potencialg biotechnologijose.

Gryby skaidymo mechanizmai yra kitokie nei bakterijy. Skaidymo metu grybai i§ savo grybienos
i8skiria tarplastelinius fermentus, tad biologinio skaidymo procesas vyksta gryby Igsteliy sienelés
iSoreje. Dél Sio mechanizmo jie gali skaidyti didelés molekulinés masés terSalus ir iSvengti jy
toksinio poveikio. Grybai yra svarbls pradiniame naftos angliavandeniliy skaidymo etape. Jy
fermentai, tokie kaip lignino peroksidazé, mangano peroksidazé, lakazé ir epoksidiné hidrolaze,
skirti tokiems junginiam kaip ligninas skaidyti, sékmingai skaido ir naftos angliavandenilius
(McGenity et al., 2012). Fermenty efektyvumas, remiantis jy stipriu oksidaciniu aktyvumu ir mazu
substrato specifiskumu, priklauso nuo rasiy ir kamieno, jo oksidacinio mechanizmo, lignoceliuliozés

kilmés ir auginimo salygy (Galic et al., 2018).

Bioaugmentacija, t. y. mikroorganizmy perkélimas j uzterstas vietas, daZznai laikomas praktiskesniu
metodu, palyginti su kitais metodais. Bioaugmentacijos efektyvumas priklauso nuo tinkamo

mikroorganizmy biomasés kiekio parinkimo, perkélimo bido ir galimos sorbcijos j aplinkines terpes.
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Vienas i§ perspektyviausiy Sios srities metody yra skirtingy nesikliy ar pagalbiniy medziagy
naudojimas lasteléms imobilizuoti, kad ilgg laikg buty palaikomas pakankamas mikroorganizmy
aktyvumas, tokiu buidu uztikrinant didesnj bioremediacijos efektyvumg (Tyagi et al., 2011). Grybai,
priklausantys Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium gentims, yra tarp mikroorganizmy,
galinéiy skaidyti naftos angliavandenilius vandens aplinkoje (Ameen et al., 2016; Al-Hawash et al.,
2019; Chulalaksananukul et al., 2006; Al-Hawash et al., 2018). Taciau, mdsy ziniomis, iki Siol
sitliniy (angl. filamentous) gryby izoliatai ir jy biologinio skaidymo galimybés vandens aplinkoje
buvo tikrinami tik laboratorinémis saglygomis, naudojant nedidelius kiekius, ir joks tolesnis
naudojimas ex situ salygomis nebuvo plétojamas. Svarbiausias gryby izoliaty naudojimo naftos
angliavandeniliams vandens aplinkoje skaidyti pagrindimas tas, kad 8is metodas yra ekonomiskas
ir ekologiskas. Be to, gryby biomasés gamyba, imobilizavimas ir biostimuliatoriy, kurie kreipia
grybus vandenyje esanciy naftos laseliy link, pridéjimas tam, kad gryby biomasé nebity lengvai
praskiedziama ar nuplaunama didesnio bangavimo. Taigi, gryby biomasé gali bati iSsaugota iki

naudojimo laiko ir gali bati naudojama ex situ aplinkoje.

TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS

Sis iSradimas apibldina gryby biomasés, gautos i§ Baltijos jiros pakrantés, naudojima jarinéje
aplinkoje, kuri buvo uztersta naftos angliavandeniliais avarinio i8siliejimo metu.

Taikant $iame i$radime aprasytg i§ pakranciy aplinkos iSskirty gryby kultdry naudojimo metoda,
galima sumazinti naftos angliavandeniliy kiekj jaros vandenyje. Pavyzdziui, Sis iSradimas gali bdti
naudojamas Zaliai naftai, alternatyviems degalams ir jy miSiniams valyti vandens aplinkoje. Be to,
pagal §j iSradima, §j metoda taip pat galima taikyti ir siekiant atstatyti gerg vandens telkiniy blkle.
Metodas apima tam tikry gryby rGsiy parinkima ir auginima, iSsiliejimo masto ir cheminés sudéties

vertinimag bei laiku naudotinos kompozicijos paveiktoje zonoje nustatyma.

TRUMPAS PAVEIKSLY APRASYMAS

ISradimo ypatybés pateikiamos ir aprasomos papildomuose punktuose. Taciau pats iSradimas gali
bGti geriausiai suprantamas remiantis Siuo iSsamiu iSradimo aprasymu, kuriame pateikiami

pavyzdiniai iSradimo variantai kartu su paveikslais:
1 pav. Alternaria rosea padermé ant vandens agaro terpés T2 ir T8 dienomis.
2 pav. Clonostachys rosea padermé ant vandens agaro terpés T4 ir T15 dienomis.

3 pav. Clonostachys rosea padermés (*) sekos panasumas su kity gryby sekomis, nustatytomis i$
naftos angliavandehiliais uzterstos aplinkos arba naudojamy jos skaidymui (yra BLAST duomeny

bazéje). Filogenetinis medis (Neighbor-Joining metodas). Atkartoty medzZiy procentas, kuriame
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susieti taksonai sugrupuoti atliekant bootstrap testg (1000 pakartojimy), rodomi $alia $aky. Medis
nubraizytas pagal mastelj, o Saky ilgis yra toks pat, kaip ir evoliucijos atstumy, naudojamy
filogenetiniam medziui nustatyti. Evoliuciniai atstumai buvo apskaiéiuoti naudojant maksimalios
kompozicinés tikimybés metoda ir yra baziniy pakaity skaitiaus vienetais vienoje vietoje. Kodono
pozicijos buvo 1 + 2 + 3 + nekoduojama. Kiekvienai seky porai buvo pasalintos visos dviprasmiskos
pozicijos (poros istrynimo galimybeé). Filogenetiné analizé atlikta naudojant programine jranga
MEGA X (Faten et al., 2013).

4 pav. Emercillopsis sp. padermés (*) sekos panasumas su gryby sekomis, gautomis i§ uZterstos
naftos angliavandeniliais aplinkos arba naudojamy jos skaidymui (yra BLAST duomeny bazéje).
Filogenetinis medis (Neighbor-Joining metodas). Atkartoty medziy procentas, kuriame susieti
taksonai sugrupuoti atliekant bootstrap testa (1000 pakartojimy), rodomi Salia Saky. Medis
nubraizytas pagal mastelj, o Saky ilgis yra toks pat, kaip ir evoliucijos atstumy, naudojamy
filogenetiniam medziui nustatyti. Evoliuciniai atstumai buvo apskai€iuoti naudojant maksimalios
kompozicinés tikimybés metodg ir yra baziniy pakaity skaiCiaus vienetais vienoje vietoje. Kodono
pozicijos buvo 1 + 2 + 3 + nekoduojama. Kiekvienai seky porai buvo pasalintos visos dviprasmiskos
pozicijos (poros iStrynimo galimybé). Filogenetiné analizé atlikta naudojant programing jrangg
MEGA X (Faten et al., 2013).

5 pav. Fusarium equiseti padermeés (*) sekos panasumas su gryby sekomis, gautomis i$ uzterstos
naftos angliavandeniliais aplinkos arba naudojamy jos skaidymui (yra BLAST duomeny bazéje).
Filogenetinis medis (Neighbor-Joining metodas). Atkartoty medziy procentas, kuriame susieti
taksonai sugrupuoti atliekant bootstrap testg (1000 pakartojimy), rodomi $Salia Saky. Medis
nubraizytas pagal mastelj, o $aky ilgis yra toks pat, kaip ir evoliucijos atstumy, naudojamy
filogenetiniam medziui nustatyti. Evoliuciniai atstumai buvo apskaiciuoti naudojant maksimalios
kompozicinés tikimybés metoda ir yra baziniy pakaity skai€iaus vienetais vienoje vietoje. Kodono
pozicijos buvo 1 + 2 + 3 + nekoduojama. Kiekvienai seky porai buvo pasalintos visos dviprasmiskos
pozicijos (poros iStrynimo galimybé). Filogenetiné analizé atlikta naudojant programine jrangg
MEGA X (Faten et al., 2013).

6 pav. Penicillium sp. padermés (*) sekos panasumas su gryby sekomis, gautomis i§ uZterstos
naftos angliavandeniliais aplinkos arba naudojamy jos skaidymui (yra BLAST duomeny bazéje).
Filogenetinis medis (Neighbor-Joining metodas). Atkartoty medziy procentas, kuriame susieti
taksonai sugrupuoti atliekant bootstrap testg (1000 pakartojimy), rodomi $Salia $aky. Medis
nubraizytas pagal mastelj, o Saky ilgis yra toks pat, kaip ir evoliucijos atstumy, naudojamy
filogenetiniam medziui nustatyti. Evoliuciniai atstumai buvo apskaiiuoti naudojant maksimalios
kompozicinés tikimybés metodg ir yra baziniy pakaity skai€iaus vienetais vienoje vietoje. Kodono

pozicijos buvo 1 + 2 + 3 + nekoduojama. Kiekvienai seky porai buvo pa3alintos visos dviprasmiskos



pozicijos (poros istrynimo galimybé). Filogenetiné analizé atlikta naudojant programine jranga
MEGA X (Faten et al., 2013).

7 pav. Alternaria sp. padermés (*) sekos panasumas su gryby sekomis, gautomis i§ uZterStos
naftos angliavandeniliais aplinkos arba naudojamy jos skaidymui (yra BLAST duomeny bazéje).
Filogenetinis medis (Neighbor-Joining metodas). Atkartoty medzZiy procentas, kuriame susieti
taksonai sugrupuoti atliekant bootstrap testg (1000 pakartojimy), rodomi $alia Saky. Medis
nubraizytas pagal mastelj, o Saky ilgis yra toks pat, kaip ir evoliucijos atstumy, naudojamy
filogenetiniam medziui nustatyti. Evoliuciniai atstumai buvo apskailiuoti naudojant maksimalios
kompozicinés tikimybés metodg ir yra baziniy pakaity skaiCiaus vienetais vienoje vietoje. Kodono
pozicijos buvo 1 + 2 + 3 + nekoduojama. Kiekvienai seky porai buvo pasalintos visos dviprasmiskos
pozicijos (poros istrynimo galimybé). Filogenetiné analizé atlikta naudojant programine jrangg
MEGA X (Faten et al., 2013).

Tinkamiausi i§radimo variantai bus aprasyti Zemiau su nuorodomis | brézinius. Kiekviename

paveiksle yra ta pati to paties ar lygiaver&io elemento numeracija.

ISRADIMO |GYVENDINIMO APRASYMAS

1. Eksperimente naudojamos gryby padermés

Grybai buvo igskirti i§ pietrytinéje Baltijos jlros pakrantéje surinkty vandens ir smélio meéginiy.
Toliau buvo testuojami 18 gryby izoliaty ant vandens agaro terpés, jos pavirSiy padengus
250 mikrolitry naftos angliavandeniliy plévele. Si nafta buvo paimta i naftos telkinio Lietuvoje. Dalis
agaro terpés buvo papildyta NaCl druska. Kiekvienas gryby izoliatas (po tris pakartojimus) buvo

pasétas tokiomis sglygomis:
a) vandens agaras + NaCl 0,08 % + naftos angliavandeniliai + 50 mikrolitry gryby suspensijos;
b) vandens agaras + naftos angliavandeniliai + 50 mikrolitry gryby suspensijos uzpilo;
c) kontrolé (vandens agaras + NaCl 0,08 % + naftos angliavandeniliai);

d) kontrolé (vandens agaras + naftos angliavandeniliai).

Petri Iékstelés su gryby izoliatais dvi savaites buvo laikomos inkubatoriuje 20 °C temperatiroje.
Aktyvumas buvo matuojamas T2, T4, T6, T8, T15 dienomis. Naftos skaidymo aktyvumas buvo
nurodytas remiantis dviem kriterijais: a) vizualiai matomu naftos bioplévelés pakitimu; b) gryby hify

ilgio pakitimu nuo sé&jimo centro (1 pav. ir 2 pav.).

Grybai, kurie pasirodé esantys potencialiai aktyvis naftos bioplévelés atzvilgiu, nurodyti 1 lenteléje.



1 lentelé. Gryby izoliatai, kurie pasirode esantys aktyvis naftos skaidymo eksperimente

Grybo izoliatas Aktr):;/:t?sa’s)lzl\(’:::ant Grybgailzti(:::cijos BLAST numeris
Emericellopsis sp. vidutinis jarinis vanduo MT457648
Penicillium sp. 1 vidutinis smelis MT457709
Fusarium equiseti 1 stiprus smélis MT457652
Clonostachys rosea stiprus smélis MT457708
Penicillium sp. 2 vidutinis smélis MT457653
Fusarium equiseti 2 stiprus smélis MT457662
Alternaria alternata stiprus smeélis MT457649
Alternaria rosae stiprus smelis MT457663

ISskirti DNR pagausinti ITS3 (GCATCGATGAAGAACGCAGC) ir ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) 18S universaliaisiais pradmenimis ir nusiysti sekoskaitai.
Sekoskaitos rezultaty duomenys — DNR sekos — apdorotos naudojantis molekulinés evoliucijos
genetikos analizés programine jranga MEGA X ir palygintos BLAST algoritmu su geny duomeny

bazéje esamomis sekomis (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Remiantis literatGros duomenimis, masy istirtos potencialiai aktyvios gryby rasys turi skirtingus

fermentus, kurie taip pat gali paveikti naftos angliavandeniliy skaidyma (2 lentelé).

2 lentelé. Remiantis literatGros duomenimis, tiriamoms gryby rdsims ar gentims bldingi fermentai

Grybo izoliatas Fermentai

Fusarium equiseti Lakazé, nuo A;angano priklausanti peroksidazé (MnP) ir nlj;—

| mangano nepriklausanti peroksidazé (MIP)

Clonostachys rosea MnP, MIP, tarplasteliné proteazé (PrC), universali perokéiae—izé (VP)

Alternaria alternata Lakazé, MnP, lignino peroksidazé (LiP) ir katalazés fermentai
Alternaria rosea Lakaze, MnP, LiP ir katalazés fermentai

----- Emericellopsis sp. Celiulazé, proteazé, amilaze, R-gliukozidazé, lipazé ir Iamiﬁarinazé

Peni;}//ium sp. 1 Ksilanazeé, celiulazé, MnP, LiP ir lakazé
Penicillum sp. 2 Ksilanazeé, celiulazé, MnP, LiP ir lakazé

2. Gryby biomasés gamyba, iSsaugojimas ir tolesnis naudojimas



Gryby biomasés gamybai siGloma naudoti kvie€iy, avizy, ryziy, kukuriizy, mieziy arba javy Siaudus,
kvie€iy sélenas ar pjuvenas kietosios fermentacijos salygomis. Kieto substrato fermentacijos
technologija grista gryby auginimu ant kiety atlieky ir yra naudojama biotechnologijose paciy
organizmy ir jy $alutiniy produkty gamybai. Pjuveny substratas buvo jvertintas kaip tinkamas
gaminti grybo Fusarium equiseti lignolitinius fermentus (Nathan et al., 2018). KvieCiy Siaudai yra
vienas gausiausiy paseliy likugiy pasaulyje, ir jie sékmingai naudojami grybams, turintiems didelj
fermentinj aktyvumg (peroksidazéms ir lakazéms), pavyzdziui, Clonostachys rosea arba
Alternaria sp., auginti (Galic et al., 2018). Svarbi kvie€iy Siaudy savybé yra ta, kad juos galima

naudoti kaip nattraly sorbentg naftos i$siliejus vandenyje (Paulauskiené, Juciké, 2015).

Gryby suspensija paruosiama taip: (i) paséjama 100 ml sintetinés terpés su miceliniy disky
kultdromis, uZaugintomis ant bulviy dekstrozés agaro, (i) inkubuojama rotacinéje purtykleje
(160 aps./min.) kambario temperattroje (20 = 2 °C) 7 dienas, (iii) gauta biomasé plaunama steriliu

distiliuotu vandeniu; (iv) ji homogenizuojama laboratoriniame maiSytuve.

Kietajai fermentacijai santykiu 1:5 kieto substrato (g) reikia sudrékinti 1:1 (ml) vandens, kaip azoto
8altinj galima pridéti peptono ar mieliy ekstrakto. Tada 20 min. autoklavuojama 121 °C
temperatiroje ir steriliai paséjama 1:15 (ml) santykiu micelinés suspensijos (inokuliato). Inkubacija
turéty bati atliekama 25 °C temperatiroje, 15 karty didesnése nei naudotose biomedziagy tdrio
kolbose iki 4-7 dieny.

Paskui kvieéiy $iaudai, apauge naudojamy gryby kultdry grybiena ir konidijomis, turety bdti
iSsaugoti liofilizuojant. Biomasé yra dZiovinama uzSaldant, prieS tai jg suSaldant iki —80 °C
temperatiiros. Véliau 20 valandy dZiovinama liofilizatoriumi esant 0,2 mbar iSoriniam kolektoriaus
slégiui.

Baigus i§saugojimo procesa, liofilizuoti produktai turéty bati dedami j plastikinius vakuuminius

maisus ir iki naudojimo laikomi kambario temperatiroje.

3. Gryby biomasés naudojimas jurinéje aplinkoje

Kadangi gryby rasys buvo iskirtos i$ pietrytinés Baltijos jaros pakrantés vandens ir smélio meginiy,
tai rodo, kad grybai butent S$iame regione yra natdralios ekosistemos dalis. Todél naudoti Sias
konkredias rasis naftos angliavandeniliy bioremediacijai galima, nes tai nedaro jokio kenksmingo

Salutinio poveikio aplinkai.

Gryby naudojimo tikslas yra sumazinti Zala, kurig sukelia iSsiliejusios naftos skaidymas juros
pavirSiuje, kad nepatekty | seklius vandenis ar j kranta. DidZiausig Zalg issiliejusi nafta padaro
pasiekusi batent negilius vandenis ar kranta, uzterSdama jautrias buveines ir pakenkdama tose

pakranciy vietose gyvenanéioms rasims. Si metodg baty galima naudoti ir labai sekliuose



vandenyse, mazesniame nei 5 ar 10 metry gylyje, ir jis neturéty neigiamos jtakos jiros dugne
gyvenantiems bentosiniams organizmams. Metodas taip pat galéty bati taikomas ir sudétingesnei
bioremediacijai, kai nafta iSsilieja tiesiai vir§ bentosiniy gyviny buveiniy, koraly, jarzoliy, taip pat

Salia Zuvy veisimosi viety bei ir sekliy Zvejybos viety.

Vyraujantys jaros vandens aplinkos parametrai yra dar vienas veiksnys, j kurj reikia atsizvelgti.
Biomasé galéty bati naudojama naftos angliavandeniliams vandens temperatiroje, aukstesnéje
kaip +15°C, pH intervale nuo 8 iki 9, druskingumo intervale nuo 0,1 iki 8 PSU. Norint, kad
naudojama gryby kulttra veikty, ji turi turéti galimybe patekti tiesiai ant iSsiliejusios naftos, naftos
produkty ar alternatyviy degaly pavirSiaus. Inokuliatas, kietyjy daleliy pavidalu, yra paskirstomas
tiesiogiai ant naftos angliavandeniliy jj iSsklaidant, arba skystas inokuliatas yra purSkiamas i$ laivo
ar orlaivio (su tinkama purskimo ar iSsklaidymo jranga) ant vandens pavirSiaus naftos iSsiliejimo

vietoje. Inokuliatas turi bati paskirstomas tokiu badu, kad galéty lengvai jsigerti j naftos produkta.

Skystas inokuliatas turéty bati purSskiamas specialiais purk$tukais, sumontuotais ant purskimo
mechanizmy, kurie yra keliy metry plocio. Purkstukai turéty bati iSdéstyti taip, kad baty uztikrintas

tolygus medziagos paskirstymas ant iSsiliejusios naftos ploty.

Be to, norint atkurti nattralig nafta uztersto ploto mikroflora, galima naudoti papildoma specializuotg

inokuliatg su grybo kultdra, pavyzdziui, Emercilopsis sp.
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ISradimo apibréztis

1. Naftos angliavandeniliy skaidymo vandenyje blidas naudojant grybus besiskiriantis tuo,
kad skaidytini naftos angliavandeniliai kontaktuoja su paruo$tu gryby inokuliatu, kuris sudarytas
bent i$ $iy komponentuy:

= gryby, i$skirty i$ Baltijos jaros pakrantés smélio ir vandens méginiy, kamieny;

= ekologiskos pagalbinés medziagos, veikiancios kaip natdralus sorbentas.

2. Bldas, pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad gryby kamienai yra parinkti i8 Fusarium

equiseti, Clonostachys rosea, Alternaria rosea ir Emericellopsis sp.

3. Bldas, pagal 1 ir 2 punktus, besiskiriantis tuo, kad pasirinkta aplinkai nekenksminga
pagalbiné medziaga, ant kurios imobilizuotas bent vienas gryby kamienas, yra parinkta iS:
kviediy Siaudy, avizy Siaudy, ryziy Siaudy, kukurGzy Siaudy, mieziy arba javy Siaudy, arba

kvieciy séleny, ar pjuveny.

4. Budas, pagal 1 - 3 punktus, besiskiriantis tuo, kad pasirinkta aplinkai nekenksminga

pagalbiné medzZiaga veikia kaip natlralus naftos sorbentas.

5. Bldas, pagal 1 - 4 punktus, besiskiriantis tuo, kad prie$ liofilizavimg papildomos
maistinés medziagos, pavyzdZziui, azotas ir fosforas, yra imobilizuojamos ant aplinkai draugigkos

pagalbinés medziagos, atsizvelgiant j aplinka, kurioje medziaga bus naudojama.

6. Budas, pagal 1 - 5 punktus, besiskiriantis tuo, kad fermenty kompozicijas, gaunamas i$
gryby kamieny, galima naudoti kartu su gryby kamienais, kur fermenty kompozicijos yra

imobilizuotos ant aplinkai draugisky pagalbiniy medziagy.

7. Budas, pagal 1 - 6 punktus, besiskiriantis tuo, kad inokuliatas, kontaktuojantis su naftos
angliavandeniliais keletg karty, gali bati skirtingos sudéties pagal naudojamas gryby kultiras
ir/farba pagal skirtinga aplinkai draugiskg pagalbine medziaga ir/arba pagal maistines medziagas

su papildomu azotu ir fosforu.

8. Bldas, pagal 1 - 7 punktus, besiskiriantis tuo, kad kietyjy daleliy pavidalo inokuliatas
paskirstomas ant naftos angliavandeniliy, iSsklaidant jj i$ laivo ar orlaivio tiesiogiai ant uztersto

vandens pavir8iaus.

0. Bldas, pagal 1 - 8 punktus, besiskiriantis tuo, kad gryby kamieny kultlros yra laikomos

konservuotos iki panaudojimo laiko.

10. Budas, pagal 1 - 9 punktus, besiskiriantis tuo, kad gryby inokuliatas paskirstomas ant

naftos angliavandeniliy, kai vandens temperatura aukstesné nei +15 °C.

12



11. Badas, pagal 1 - 10 punktus, besiskiriantis tuo, kad galima papildomai taikyti metoda,

grista naftos angliavandeniliy aerobiniu skaidymu.

12. Bldas, pagal 1 - 11 punktus, besiskiriantis tuo, kad galima papildomai naudoti grybo

Emericellopsis sp. paderme natdraliai mikroflorai atkurti.
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