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TECHNIKOS SRITIS

ISradimas priklauso biotechnologijos ir aplinkos apsaugos sritims ir skirtas
naftos produktais uzterStam gruntui valyti. Sukurtas kompleksinis biopreparatas, kurj
sudaro jvairiy sistematiniy grupiy mikroorganizmai (bakterijos, mielés ir Kkiti

mikroskopiniai grybai).

TECHNIKOS LYGIS

LT patento Nr. 4793 B apraSyme aprasyta mieliy Candida lipolytica C. 6.1-5
padermé, oksiduojanti naftg ir jos produktus. Si padermé naudojama grunto ir
vandens, uzterSto naftos produktais, valymui. Sios padermés triikumas yra tas, kad

valymo efektyvumas yra nepakankamas.

LT patento Nr. 4794 B aprasyme apraSyta mikroskopiniy gryby Trichoderma
harzianum VNB-16 padermé, skaidanti mazutg, jos gavimo bldas ir panaudojimas.
Si padermé gali bati panaudota uZter$to naftos produktais dirvoZzemio (grunto)
valymui. Sios padermés triikumas — nepakankama naftos produkty biodegradacija

dirvozemyje.

LT patento Nr. 4792 B apraSyme aprasSyta bakterijy Pseudomonas
fluorescens IGN 57 padermé, skaidanti naftg ir naftos produktus. Sios padermés

trGkumas — per daug létas naftos degradacijos procesas.

LT patento Nr. 5057 B apraSyme atskleidziamas biopreparatas nafta ir jos
produktais uzterStam gruntui ir vandeniui valyti, jo gavimo budas ir panaudojimas.
Naftos angliavandenilius oksiduojanciy mikroorganizmy misinj sudaro tarpusavyje
susijusiy hidrofiliniy ir lipofiliniy mikroorganizmy asociacija. Sio biopreparato
trikumas yra jo ribotas panaudojimas, o jo sudétyje esantys mikroorganizmai silpnai
ardo sunkiyjy frakcijy naftos produktus (mazutg). Efektyviai veikia tik esant

nedideléms naftos angliavandeniliy koncentracijoms.

LT patento Nr. 6162 B aprasyme atskleidZziamas kompleksinis aplinkos
valymo nuo naftos terSaly bidas, kuriame naudojami Acinetobacter, Pseudomonas
padermés, o pats valymo procesas uzbaigiamas fitoremediacijos badu. Sis bidas
nors ir efektyvus, taCiau pagrindinis trakumas — ilgas paruoSiamasis laikotarpis, kuris

apima naftos produkty ir aplinkos parametry vertinimg, valymo btdo, mikroorganizmy
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deriniy ir tinkamiausiy augaly rasiy parinkima.

LT Patento Nr. 6625 B aprasyme atskleidziamas bakterinis preparatas,
skirtas naftos produkty oksidacijai, kuris susijes su biologiniu angliavandeniliy
skaidymu dirvozemyje panaudojant nepatogenine bakterijg  Acinetobacter
calcoaceticus BT8, kuri geba skaidyti naftos angliavandenilius bei fiksuoti ore esantj
azota. Sio metodo trikumas yra tas, kad reikalingas pastovus preparato purskimas

ant dirvozemio 2 kartus per savaite.

LT Patento Nr. 5579 B apraSyme atskleidZziamas grunto, uztersto nafta arba
jos produktais, biologinio valymo bldas ex situ arba in situ sglygomis, taCiau Sis
bldas reikalauja ilgo pasiruoSimo, nes pradinéje valymo stadijoje reikia jterpti
induoCiy augaly - zieminiy rugiy (Secale cereale) zaliosios biomasés kaip
fiziologiSkai aktyviy junginiy Saltin;.

US 6652752 patento aprasyme atskleidZziamas nafta ir jos produktais
uzterSto dumblo, apimancio naftos angliavandeniliy misinj, biologinio skaidymo
badas. Budas apima vandeninio tirpalo formavimg reaktoriuje iS nafta ir jos
produktais uzterSto dumblo, naftos-vandens emulsijos, bakterijy kultdros ir maistiniy
medziagy, skirty bakterijy kultGrai. Bakterijy kultGra auga ant naftos angliavandeniliy,
kaip vienintelio anglies Saltinio, yra iSskirta iS angliavandeniliais uztersto dirvozemio
ar angliavandeniliy turinio dumblo ar kitos aplinkos, kurioje gausu angliavandenilius
skaidanciy bakterijy. Vandeninj tirpalo palaikymg aerobinémis sglygomis reaktoriuje
ne zemesnéje kaip 10 °C temperatliroje tiek laiko, kiek pakakty sumazinti
angliavandenilio kiekj ne maziau kaip 25 % ir vandeninio tirpalo, turin€io sumazintg
angliavandeniliy kiekj, iSleidimg iS reaktoriaus. Budas gali bati naudojamas

biologisSkai skaidyti dumblg, kuriame yra aromatiniy medziagy, dervy ir asfalteny.

Sis bidas yra sudétingas ir ilgas procesas. Naudojami neidentifikuoti
mikroorganizmai, todeél biotechnologinis procesas gali bati sunkiai kontroliuojamas, o

be to ir naftos angliavandeniliy biodegradacijos lygis gali bati skirtingas.

US 6649400 B2 patente apraSytas biopreparatas, skirtas naftos produktais
uzterStam gruntui valyti, apimantis naftg oksiduojanciy mikroorganizmy misinj,
kuriame yra bakterijy, turinCiy gebéjimg oksiduoti naftos produktus ir
mikroorganizmus maitinanCiy maistiniy medziagy misinj. Naftg oksiduojancCiy

mikroorganizmy miSinj sudaro Acinetobacter, Pseudomonas, Alcaligenes,
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Flavobacterium ir Moraxella genciy bakterijy padermés, kurios buvo iSskirtos i$ jlros

vandens. Mikroorganizmus galima naudoti atskirai arba miSiniuose.

Siame patente taip pat apradytas naftos produktais uzter$to grunto valymo
badas, apimantis Sias stadijas: (a) paruoSiamas bakterijy misinys, ir (b) laukiama kol
bakterijos suardys naftos produktus, tai trunka mazdaug nuo 7 dieny iki mazdaug 56

dieny.

Sio biopreparato ir valymo bido trikumas yra sudétingas preparato
paruoSimas, nes mikroorganizmai jterpiami ne tiesiogiai j substratg, o per substratg

neséjg, kuriuo gali bati vermikulitas, ceolitas, celiuliozé, krakmolas.

SPRENDZIAMA TECHNINE PROBLEMA

ISradimu siekiama supaprastinti biopreparato paruoSimg, padidinant
biopreparato, skirto naftos produktais uzterStam gruntui valyti, efektyvuma ir uztersto

naftos produktais grunto valymo greitj.

ISRADIMO ESMES ATSKLEIDIMAS

Problemai iSspresti pagal §j iSradimg yra pasillytas biopreparatas, skirtas
naftos produktais uzterStam gruntui valyti, naudojant naftg oksiduojanciy
mikroorganizmy kompleksg kartu su mikroorganizmus maitinanCiy maistiniy
medziagy mitybine terpe, kur minétas mikroorganizmy miSinys apima bakterijy
mikroorganizmus, gebancCius oksiduoti naftos produktus, mieliy mikroorganizmus,
gebancCius oksiduoti naftos produktus ir mikroskopiniy gryby mikroorganizmus,

gebancius oksiduoti naftos produktus.

Naftg oksiduojanciy mikroorganizmy kompleksg sudarantys mikroorganizmai
yra iSskirti i§ naftos produktais uztersty dirvozemiy ir laboratorinémis saglygomis
atrinktos aktyviausios padermés, kurios priklauso bakterijy: Klebsiella oxytoca B-30
padermei, Acinetobacter baumannii B-31 padermei, Rhodococcus fascians B-32,
Pseudomonas koreensis B-33 padermei, Pseudomonas brassicacearum B-34
padermei; mieliy: Yarrowia lipolytica M-238 padermei, Rhodotorula mucilaginosa M-
239 padermei, Rhodotorula diobovata M-240 padermei, Sporobolomyces roseus M-

241 padermei; mikroskopiniy gryby: Trichoderma longibrachiatum G-222 padermei,



LT 7087 B

Sarocladium kiliense G-223 padermei, Penicillium dierckxii G-224 padermei.

Pasidlytas naftos produktais uzterSto grunto valymo bidas biopreparatu,

apimantis Siuos etapus:

a) uzterStas gruntas supilamas j nuo 1,2 iki 1,7 m auksCio kaupus, kur
pradinis naftos produkty (C1o -Ca0) kiekis uzterStame grunte yra iki 50 g/kg uztersto

grunto;

b) paruoSiamas naftg oksiduojanciy mikroorganizmy misinys, kuris apima
iSskirtas IS naftos produktais uztersty dirvoZzemiy ir atrinktas laboratorinémis
sglygomis aktyviausias padermes, kurios priklauso bakterijy: Klebsiella oxytoca B-30
padermei, Acinetobacter baumanii B-31 padermei, Rhodococcus fascians B-32
padermei, Pseudomonas koreensis B-33 padermei, Pseudomonas brassicacearum
B-34 padermei; mieliy: Yarrowia lipolytica M-238 padermei, Rhodotorula
mucilaginosa M-241 padermei, Rhodotorula diobovata M-240 padermei,
Sporobolomyces roseus M-241 padermei; mikroskopiniy gryby: Trichoderma
longibrachiatum G-222 padermei, Sarocladium kiliense G-223 padermei, Penicillium

dierckxii G-224 padermei;

c) ParuoSiama mitybiné terpé, kurios sudétis yra: amonio nitratas — 1,5 g;
NPK (16-16-16) — 0,05 g; KCI — 0,25 g; cukrus — 0,85 g; dyzelinas — 3—6 ml; alaus
misa — 15-20 ml; naftos produktais uzterstas gruntas — 10 g; vanduo 1000 ml;

mitybinés terpés pH 7;

d) vykdomas visy kartu naftg oksiduojan€iy mikroorganizmy b) etape
paruosto mikroorganizmy miSinio suZadinimas, panaudojant mitybine terpe,

paruostg

c) etape, o suZadinimas vyksta mazdaug 48 val., esant mazdaug 24 °C

temperatdrai;

e) suzadintas d) etape naftg oksiduojan€iy mikroorganizmy misinys
gausinamas mazdaug 72 val. fermenteryje, esant mazdaug 24 °C temperatirai
naudojant skystg mitybine terpe, kurios sudétyje yra amonio nitratas — 1,5 g; NPK
(16-16-16) — 0,05 g; kalio chloridas — 0,25 g; dyzelinas — 4,0 ml; vanduo 1000 ml,
kur terpés pH 7;

f) e) etape gautas naftg oksiduojanCiy mikroorganizmy suzadintas ir
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pagausintas miSinys skystos suspensijos pavidalu jterpiamas j valomg gruntg
santykiu: 3 litrai suspensijos (108 KSV/ml) (KSV — kolonijas sudarantys vienetai) j 0,5

m?3 valomo grunto;

g) gruntas reguliariai, mazdaug kas 2 savaites purenamas, mazdaug kas
ménesj nustatomas mikroorganizmy kolonijas sudaranciy vienety (KSV/g) skaicius,
mazdaug kas ménesj nustatomas dirvozemio pH, drégme ir temperattra, bandymo

pradzioje ir po kiekvieno ménesio valymo nustatomas

likutinis naftos produkty kiekis (g/kg) pagal LST EN ISO 16703 (LAND 89-
2010).

ISRADIMO NAUDINGUMAS

Pagal iSradimg pasillytas biopreparatas sudarytas iS skirtingy sistematiniy
grupiy mikroorganizmy: bakterijy, mikroskopiniy gryby, mieliy ir dél to intensyviai ir
greitai vyksta naftos bei jos produkty biodegradacija. Mikroorganizmy misinys lengvai
paruoSiamas ir gali bati aktyvus esant iki 5 % naftos angliavandeniliy uzterStame

grunte.

Pasiulyto biopreparato mikroorganizmai yra iSskirti i§ nafta ir jos produktais
uztersto grunto. Pries§ jterpimg juos suzadina, o véliau pagausina fermenteriuose,
giluminiu bidu, panaudojant mitybines terpes. Sis biopreparatas yra pranasesnis uz
kitus gaminamus preparatus, kadangi sudarytas i§ skirtingy sistematiniy grupiy
mikroorganizmy ir lengviau adaptuojasi prie substrate jau esanciy mikroorganizmy ir

todél sparciau vykdo naftos bei jos produkty biodegradacija.

ISradimas detaliau paaiSkinamas bréziniu, kur pavaizduotas mikroorganizmy

gausumas juos auginant skystoje terpéje su 1 % dyzelino.

TINKAMIAUSI ISRADIMO REALIZAVIMO PAVYZDZIAI

Biopreparato gamybai reikalingy mikroorganizmy gavimas apima:
mikroorganizmy paémimg, iSskyrimg i§ nafta ir jos produktais uzterSto grunto,
identifikavimg, naftg oksiduojan€iy mikroorganizmy atrankg; panaudojimg

laboratorinémis ir lauko sglygomis.
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EMINIY PAEMIMAS, ISSKYRIMAS IR IDENTIFIKAVIMAS

Eminiai buvo imami i§ naftos produktais uZtersty dirvozemiy (Klaipédos,
Radviliskio, Kauno, Vilniaus r.). Naftg oksiduojantiems mikroorganizmams iSsKkirti
buvo naudojamos terpés su dyzelinu, kaip vieninteliu anglies Saltiniu. Bakterijoms
iSskirti buvo naudojama tokios sudéties terpé: NH4Cl — 2,0 g; NaCl — 5,0 g; Na2HPO4
— 3,0 g; KH2PO4 - 0,1 g; MgSO4 x 7H20 — 2,0 g; CaClz2 x 6H20 — 0,01 g;

MnSO4 x 5H20 — 0,02 g; FeSO4 x 7H20 — 0,01 g; dyzelinas — 10,0 mi;
distiliuotas vanduo — 1000 m | (pH — 6,7—7,0). Mieléms ir mikroskopiniams grybams
iSskirti buvo naudojama tokios sudéties: (NH4)2SOs4 — 5,0 g; K2HPO4 — 0,15 g;
KH2PO4—

0,85 g; MgS0O4 - 0,5 g; NaCl - 0,1 g; CaCl2- 0,1 g; dyzelinas — 10,0 ml (pH —
6,7— 7,0). Mikroorganizmai buvo auginami termostate: bakterijos — 2—-3 paras 30 °C
temperatiroje, o mielés ir mikroskopiniai grybai — 3-5 paras 22—-28 °C temperatiroje.
ISaugusios morfologisSkai skirtingos mikroorganizmy kolonijos buvo gryninamos jas
perséjant | Maitinamajj agarg (Nutrient agar, Liofilchem, Italija) ir Saburo dekstrozés
agarg (Sabouraud Dextrose Agar, Liofilchem, Italija). I18skirti mikroorganizmai buvo
identifikuoti naudojant MALDI-TOF masiy spektrometrg (Bruker, JAV).

MIKROORGANIZM ATRANKA

Bandymams buvo naudojami mikroorganizmai, iSskirti i§ naftos
angliavandeniliais uztersto dirvoZzemio. Buvo atliekama mikroorganizmy atranka
pagal jy gebéjimg augti skystose terpése su 1 % dyzelino. Terpiy sudétis mieléms ir
mikroskopiniams grybams: (NH4)2HPOs4 — 3,5 g; K2HPO4 — 0,5 g; KH2PO4 — 0,5
g; MgSO4 - 0,5g;

NaCl — 0,5 g; distiliuotas vanduo — 1000 ml; dyzelino 3 ml; tween 80 —
0,1 ml; terpés pH 7,0; terpé bakterijoms: NH4CI — 2,0 g; NaCl — 5,0 g; Na2HPO4 — 3,0
g; KH2PO4 - 0,1 g; MgSO4 — 2,0 g; CaCl2 — 0,01 g; MnSO4 — 0,02 g; FeSO4 — 0,01
g

dyzelinas — 10 ml; distiliuotas vanduo — 1000 ml; terpés pH 7,0. Pradinis

mikroorganizmy kiekis inokuliavimo j terpe metu buvo 10° KSV/ml. Mégintuvéliai su
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inokuliuota terpe buvo inkubuojami 26—-28 °C termopurtykléje, juos purtant 150 rpm
greiCiu, 72 val. Mikroorganizmy gausumo apskaita buvo vykdoma serijiniy
praskiedimy metodu iSsejant | aukSCiau paminéty mitybiniy terpiy léksteles (pridedant
agaro). Lékstelés inkubuotos 26-28 °C temperatlros termostate 2-4 dienas.

Atrankos rezultatai pateikti pav.

Buvo atrinktos aktyviausiai augusios mikroorganizmy padermés, kurios
véliau buvo naudojamos naftos produktais uzterSto grunto biologinio valymo

modeliniam bandymui laboratorinémis ir gamybinémis — lauko sglygomis.

BIOPREPARATO SUDETIS:
Bakterijos

Klebsiella oxytoca B-30 padermé buvo iSskirta i§ RadviliSkio mieste

esandios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Gramneigiama, cilindriné lazdelés formos, nejudri,
turinti kapsule bakterija. Dydis 2 x 5 ym. Gerai auga ant triptono sojos agaro
ir kity

bakterijoms auginti naudojamy mitybiniy terpiy. Kolonijos gleivinés

struktdros, iSkilios, blizgios, balkSvos — kreminés spalvos.

Fiziologinés ir biocheminés savybeés. Fakultatyvinis anaerobas. Optimali
augimo temperatira 35-37 °C, iSauga per 24 val., pH 6-8. Fermentuoja laktoze,

indolo reakcija — teigiama.

Acinetobacter baumanii B-31 padermé buvo iSskirta iS§ RadviliSkio mieste

esancios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Trumpa, beveik apvali, lazdelés formos, pleomorfiné,
nejudri, gramneigiama bakterija. Dydis 1,0-1,5 x 1,5-2,5 ym. Gerai auga ant triptono
s0jos agaro ir kity bakterijoms auginti naudojamy mitybiniy terpiy. Kolonijos iskilios,
gleivinés struktiros, nepigmentuotos, 1-2 mm skersmens.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geba augti 25-45 °C, taCiau optimali
temperatira — 30 °C, iSauga per 18-24 val., pH 5-8. Oksidazés testas — neigiamas,

trijy cukry gelezies agaro (TSI) terpéje — Sarminé reakcija, katalazé — teigiama, citrato
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utilizavimo testas — teigiamas, ureazés testas — neigiamas. Fermentacijos savybe

nepasizymi.

Rhodococcus fascians B-32 padermé buvo iSskirta iS Klaipédos mieste

esancios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai poZymiai. Aerobiné, pleomorfiné, nejudri, spory neformuojanti,
gramteigiama lazdeliy arba koky formos bakterija priskiriama Actinomycetes klasei.
Gerai auga ant triptono sojos agaro ir kity bakterijoms auginti naudojamy mitybiniy
terpiy. Auga létai. Kolonijos oranzinés spalvos, lygios ir / arba Siurkd€ios struktdros.
Lasteliy dydis 2,7 x 0,69 pm (1,5-4,0 x 0,5-0,9 um).

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Optimali augimo temperatira 25-28 °C,
maksimali augimo temperatira 35 °C, minimali 4 °C. Didesnés nei 33 °C
temperatiros stabdo bakterijos augimg. pH ribos 5-8. Oksidazés testas — neigiamas,

o katalazés — teigiamas.

Pseudomonas koreensis B-33 padermeé buvo iSskirta i$ Vilniaus mieste

esancios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Gramneigiama, spory nesudaranti, judri lazdelés
formos bakterija. Dydis 0,5-0,8 x 1,5-3,0 um. Gerai auga ant triptono sojos agaro
ir kity

bakterijoms auginti naudojamy mitybiniy terpiy. Kolonijos baltos arba

kreminés, iSkilios, gleivinés struktaros, jvairaus dydzio.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geriausiai auga esant 26-30 °C
temperatdrai, taCiau kaip ir kiti Pseudomonas genties atstovai, geba augti 0-42 °C
temperattros ribose. Indolo ir ureazés testai — neigiami. Pasizymi arginino, eskulino
ir Zelatinos hidrolize, geba asimiliuoti D-manitolj, D-manoze, dekanoatg bei

gliukonatg, nefermentuoja gliukozés.

Pseudomonas brassicacearum B-34 padermeé buvo iSskirta iS Klaipedos

mieste esandios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Gramneigiama, nesporuliuojanti lazdelés formos
bakterija. Dydis — apie 0,4 ym plocio ir 0,8-1,5 um ilgio. Gerai auga ant triptono
s0jos agaro ir Kity bakterijoms auginti naudojamy mitybiniy terpiy. Kolonijos baltos

arba kreminés, iSkilios, gleivinés strukturos, jvairaus dydzio.
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Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geriausiai auga esant 26-30 °C
temperatdrai, tadiau kaip ir kiti Pseudomonas genties atstovai, geba augti 0-42 °C
temperatiros ribose. pH ribos 5-8. Pasizymi gliukozeés, D-manitolio, D-manozés,
dekanoato ir gliukonato asimiliacija, arginino ir Zelatinos hidrolize, nefermentuoja

gliukozés.

Mielés
Yarrowia lipolytica M-238 padermé buvo iSskirta i§ RadviliSkio mieste

esandios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Ascomycota skyriui priskiriama mielé. Tai dimorfiné
mieliy rdsis, turinti mieling, pseudohify ir septuoty hify formas. Tikrasis micelis
sudarytas i§ 3—5 um ir keliy milimetry ilgio septuoty hify. Gerai auga ant Saburo 2 %

dekstrozés agaro. Kolonijos baltos, raukslétos, netaisyklingos formos.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geba asimiliuoti tokius anglies Saltinius
kaip gliukoze, etanolis, glicerolis, eritritolis, D-manitolis, D-gliucitolis, pieno, gintaro,
citriny ragstys, heksadekanas. Nepasizymi fermentacijos savybe. Skystina Zelating.

Geba augti 2—32 °C temperatiroje, taCiau optimali augimo temperatira — 24—-26 °C.

Rhodotorula mucilaginosa M-239 padermé_buvo iSskirta i Klaipédos mieste

esancios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Basidiomycota skyriui priskiriama mielé. Lastelés
pusrutulio, elipsoidinés arba kiauSinio formos, 1,54 x 4-12 uym dydzio. Gerai auga
ant Saburo 2 % dekstrozés agaro. Kolonijos rausvos, varijuoja nuo $afrano oranzinés
iki tamsios koralo raudonumo spalvos, blizgios, gleiviy struktdros, lygios, bet kartais

grubiu pavirSiumi, kolonijos krastas lygus.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geba asimiliuoti jvairius anglies
Saltinius (gliukoze, sacharoze, rafinoze, galaktoze, trehaloze, maltoze, melezitoze ir
kt.), taCiau jy nefermentuoja. Gali augti 0,5-35 °C temperaturoje, taCiau optimali
augimo temperatira yra 26—28 °C. pH ribos 3—10.

Rhodotorula diobovata M-240 padermé buvo iSskirta i§ Klaipédos mieste

esancios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Basidiomycota skyriui priklausanti mielé. Lastelés
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sferinés arba kiauSinio formos, 2—4 x 4-8 ym dydzZio. Gerai auga ant Saburo 2 %
dekstrozés agaro. Kolonijos koralo raudonumo, gleiviy struktdros, lygios, blizgios,

kolonijos krastas lygus.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geba asimiliuoti jvairius anglies
Saltinius (gliukoze, inuling, sacharoze, rafinoze, galaktoze, trehaloze, maltoze ir kt.),
taCiau jy nefermentuoja. Gali augti 0,5-35 °C temperatiroje, taCiau optimali augimo

temperatura yra 26-28 °C. pH ribos 3—-10.

Sporobolomyces roseus M-241 padermé buvo iSskirta iS RadviliSkio mieste

esandios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Basidiomycota skyriui priskiiama mielé. Lagstelés
apvalios arba pailgos ovalo formos, 3—-6 x 7-10 ym dydzio. Gerai auga ant Saburo 2

% dekstrozés agaro. Augimas létas. Kolonijy spalva raudona — oranZine.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geba asimiliuoti jvairius anglies
Saltinius (gliukoze, sacharoze, rafinoze, galaktoze ir kt.), taciau jy nefermentuoja. Gali

augti 0-25 °C temperaturoje. pH ribos 4-8.

Grybai

Trichoderma longibrachiatum G-222 padermé buvo iSskirta i§ RadviliSkio

mieste esandios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Tai greitai augantis mikroskopinis grybas. Gerai auga
ant Saburo 2 % dekstrozés agaro. Pirmiausia iSauga baltos spalvos purios kolonijos,

kurios véliau keiCia spalva  pilkSvai zalig. Sudaro vienalgstes lygiasienes konidijas.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geba augti plaCiose temperatiros
ribose, taCiau optimali augimo temperatira yra = 35 °C. Optimalus pH 4-5. Gali

skaidyti celiulioze, chiting bei jvairius baltymus.

Sarocladium kiliense G-223 padermé buvo iSskirta i§ Klaipédos mieste

esancios kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai pozymiai. Gerai auga ant Saburo 2 % dekstrozés agaro.
Kolonijos auga létai, iS pradziy daznai bina kompaktiskos ir drégnos, su amziumi

tampa milteliy pavidalo, panaSios | zom$g. Gali bdti baltos, pilkos, rozinés arba
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oranzinés spalvos. Hifai yra smulkds ir i$ jy dazniausiai susidaro ylos formos stacios
fialidés su nepastebimais kakleliais. Konidijos dazniausiai yra vienalgstés, retai
pigmentuotos, rutuliSkos arba cilindrinés ir dazniausiai susikaupusios kiekvienos

fialidés virsinéje. Gali bati chlamidospory.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Geba augti 10-35 °C temperatiros
ribose, taiau optimali augimo temperatira yra 20-25 °C. Efektyviai degraduoja

polisacharidus, pekting, krakmolg.

Penicillium dierckxii G-224 padermé buvo iSskirta i$ Vilniaus mieste esancios

kuro bazés dirvozemio.

Morfologiniai poZymiai. Gerai auga ant Saburo 2 % dekstrozés agaro.
Kolonijos pilkai zalios su baltu pakrasc€iu, prilietus birios. Turi hifus su pertvaromis (2—
5 um skersmens), i§ kuriy susidaro Sakotas arba neSakotas konidioforas su

antrinémis Sakomis, kurios suteikia j Sepetj panasig iSvaizda.

Fiziologinés ir biocheminés savybés. Mezofilinis grybas. Auga 5-37 °C

temperaturos ribose, optimali augimo temperatara 20-30 °C, pH 3,0-4,5.

MIKROORGANIZMY PALAIKYMAS

Biopreparato mikroorganizmai yra saugomi Gamtos tyrimy centro
(Akademijos g. 2, Vilnius, nuo 2023 sausio 5 d.) Biodestruktoriy tyrimo laboratorijos

mikroorganizmy kolekcijoje esant -70 °C temperatarai.

BIOPREPARATO AKTYVUMO |VERTINIMAS UZDAROJE SISTEMOJE
LABORATORINEMIS SALYGOMIS

Biopreparato mikroorganizmai (10> KSV/ml) buvo jnesti j dyzelinu uzterstg
gruntg (20 g/kg grunto). Naftos produkty biodegradacija buvo vykdoma
eksikatoriuose be priedy ir su priedais (NPK 16-16-16 — 0,576 g/kg; NH4(NO3) —
0,416 g/kg ir KClI — 0,065 g/kg). Biodegradacija buvo vykdoma esant 24 °C
temperatidrai, 28 paras. Kas savaite buvo nustatomas mikroorganizmy kolonijas
sudaranciy vienety skaiCius (KSV/g) i$ kiekvieno grunto varianto méginio, iSséjant |
mieléms ir mikroskopiniams grybams skirtg agarizuotg mitybine terpe: (NH4)2HPO4 —
3,59; KeHPO4 — 0,5 g; KH2PO4 — 0,5 g; MgSO4 — 0,5 g, NaCl — 0,5 gl; distiliuotas



12
LT 7087 B

vanduo — 1000 ml; dyzelinas — 3 ml/; tween 80 — 0,1 ml; pH 7,0. Terpé bakterijoms:
NH4Cl — 2,0 g; NaCl — 5,0 g; Na2zHPO4 — 3,0 g; KH2PO4 — 0,1 g; MgSO4 — 2,0 g;
CaCl2 - 0,01 g;

MnSO4 — 0,02 g; FeSO4 — 0,01 g; distiliuotas vanduo — 1000 ml, dyzelinas —
10 ml; pH 7,0. Kas 2 savaites buvo nustatomas naftos produkty kiekis (g/kg) sauso
dirvozemio méginiuose pagal LST EN ISO 16703 (LAND 89-2010).

Pazymeétina, kad dyzelinu uzterSto grunto variante su biopreparato
mikroorganizmais bei priedais visy tirty mikroorganizmy kiekis buvo didesnis, nei

bandymo variante be priedy (1 lentelé).

1 lentelé. Dyzeling degraduojanCiy mikroorganizmy skaiCiaus kitimas

bandymo laikotarpiu.

Mikroorganizmai | Bandymo laikotarpis| Kontrolé Biopreparatas beBiopreparatas su
paromis priedy priedais
Bakterijos 1 1,2x10°8 6,0x108 1,0x10°8
7 2,3x105 1,4x108 1,5x10°
14 2,7x105 1,5x108 1,6x10°
21 6,7x10*  |1,8x108 2,0x10°
28 5,8x10%  |1,3x10° 2,2x10%°
Mielés 1 2,1x10° |5,0x10° 5,0x10°
7 3,5x10*  |3,3x10° 6,0x108
14 6,3x10*  |6,1x10° 6,1x10°
21 4,2x10°  |4,1x10° 2,0x108
28 1,5x10"  |4,5x104 4,5x10%
Mikroskopiniai 1 1,5x10° 1,0x108 1,0x106
grybai 7 2,8x105 | 1,5x106 1,5x106
14 3,7x10%  [1,1x10° 6,1x10°
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21 2,2x102  |9,9x10* 1,0x10°
28 3,5x102  |9,0x10¢ 1,0x10°

Dyzelinu uzterStame dirvoZzemyje su biopreparatu be priedy dyzelino kiekio
sumazéjimas buvo 61,76 %, o su priedais net 78,2 %. Kontroliniame variante

savaiminis dyzelino kiekio sumazeéjimas buvo 29,41 % (2 lentelé).

2 lentelé. Dyzelino kiekio kitimas bandymo variantuose.

Bandymo variantas Dyzelino kiekis (g/kg)

Pradinis Po 28 pary (be priedy)
Kontrolé 17,0 12,0
Biopreparatas 17,0 6,5
Biopreparatas + priedai 17,0 3,7

2 pavyzdys. Biopreparato panaudojimas uZterStam gruntui valyti

gamybinémis sglygomis.

Biopreparato mikroorganizmai visi kartu buvo suzadinami mitybinéje terpéje
tokios sudéties: amonio nitratas — 1,5 g; NPK (16-16-16) — 0,5 g; KCI — 0,25 g; cukrus
— 0,85 g; dyzelinas — 3—6 ml; alaus misa — 15-20 ml; naftos produktais uzterstas
gruntas — 10 g; vanduo (krano) — 1000 ml., terpés pH 7. Suzadinimas vyko 48 val.
esant 24 °C temperatarai. Po suzadinimo biopreparato mikroorganizmai visi kartu 72
val. gausinti 3 m3 tdrio fermentatoriuje esant 24 °C temperatlrai. Buvo naudota
bendra tokios sudéties skysta mitybiné terpé: amonio nitratas — 1,5 g; NPK (16-16-
16) — 0,5 g; kalio chloridas — 0,25 g; dyzelinas — 4,0 ml, vanduo 1000 ml, terpés pH
7. PriesS biopreparato jneSimg, o véliau kas ménes;j, gruntas buvo treSiamas trgSomis
(g/kg): amonio nitratas — 0,36; NPK (16-16-16) — 0,216; kalio chloridas — 0,084.
Valymas atliekamas tokiu bldu: uzterstas gruntas supilamas j 1,7 aukScio kaupus.
Pradinis naftos produkty kiekis valomame grunte buvo 50 g/kg. Biopreparato
mikroorganizmai j valomg gruntg jterpiami skystos suspensijos pavidalu — 3 litrai

suspensijos (108 KSV/ml) (KSV — kolonijas sudarantys vienetai) 0,5 m3 grunto.
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Gruntas reguliariai (kas 2 savaites) purenamas. Kas ménesj nustatomas
mikroorganizmy kolonijas sudaranciy vienety (KSV/g) skaicius, séjant | bakterijoms,
grybams ir mieléms skirtas agarizuotas mitybines terpes su 1 % dyzelino. Kas
ménesj buvo nustatomas dirvoZzemio pH, drégmé ir temperatira. Bandymo pradzioje
ir po kiekvieno ménesio valymo nustatomas likutinis naftos produkty kiekis (g/kg)
pagal LST EN ISO 16703 (LAND 89-2010).

APLINKOS SALYGY KAITA VYKSTANT NAFTOS ANGLIAVANDENILIY
BIOLOGINIAM SKAIDYMUI

Nustatyta, kad pH isliko artimas neutraliam, pH 6,0-7,0 iSsilaiké viso valymo
metu. Vidutiné ménesio aplinkos temperatara tiriamuoju laikotarpiu svyravo nuo 10,5
iki 22,5 °C. Vidutiné aplinkos temperatira per visg bandymo laikotarpj buvo 16,5 °C.
DirvoZzemio temperatlra tiriamuoju laikotarpiu svyravo nuo 15,0 °C iki 34,0 °C.
Vidutiné dirvozemio temperatira per visg tyrimo laikotarpj buvo 26,3 °C. Dirvozemio
drégme tiriamuoju laikotarpiu tiek bandomuosiuose, tiek ir kontroliniuose kaupuose
svyravo nuo 12,0 % iki 27,0 %. Vertinant dirvozemio drégmeés svyravimus tyrimo
metu galima teigti, kad dirvoZzemio drégnumas buvo artimas optimaliam, taciau
reikéty pasirtpinti, kad bty uztikrintas jos stabilumas. Priklausomai nuo dirvozemio

drégmes, jis buvo papildomai laistomas kas dvi savaites.

MIKROORGANIZMY SKAICIAUS POKYCIAI TIRIAMAJAME
DIRVOZEMYJE

Naftg degraduojanciy bakterijy skaiCius dirvozemyje taikant biopreparatg

didéjo iki 2-osios tyrimo savaités, o véliau svyravo nuo 10" KSV/g iki 105 KSV/g.
Naftos angliavandenilius degraduojanciy mieliy skaiCius isliko stabilus iki 5
tyrimo ménesio ir mazai skyrési nuo pradinio mieliy kiekio — svyravo nuo 10% iki
103 KSV/g.
Naftos angliavandenilius degraduojanciy mikroskopiniy gryby skaicius iki 5

tyrimo ménesio su nedideliais svyravimais iSliko 10*-10° KSV/g ribose.



15

LT 7087 B

NAFTOS ANGLIAVANDENILIY KIEKIO POKYCIAI VALOMAME GRUNTE

Naftos angliavandeniliy kiekis bandomajame variante visg tyrimo laikotarpj

tolygiai mazéjo. Naftos angliavandeniliy kiekis grunte su biopreparatu, lyginant su

kontroliniu variantu, sumazéjo 64,00 % (3 lentelé).

3 lentelé. Naftos produkty kiekio kitimas valomame grunte su biopreparatu.

Bandymo laikotarpis| Naftos angliavandeniliy kiekis (g/kg) Naftos angliavandeniliy kiekio
(mén.) Kontrol Bandymo variantas pokytis bandymo variante (%)

0 50 50 0

1 49 39 22

2 48 33 34

3 47 22 56

4 47 20 60

5 46 18 64

Kompleksinis biopreparatas gali bati naudojamas stipriai uztersto grunto

(iki 50 g/kg) apvalymui nuo naftos produkty.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Biopreparatas, skirtas naftos produktais uzterStam gruntui valyti, naudojant
naftg oksiduojanCiy mikroorganizmy kompleksg kartu su mikroorganizmus
maitinanciy maistiniy medziagy mitybine terpe, b e siskiriantis tuo, kad
minétas mikroorganizmy miSinys apima bakterijy mikroorganizmus, gebancius
oksiduoti naftos produktus, mieliy mikroorganizmus, gebancius oksiduoti naftos
produktus ir mikroskopiniy gryby mikroorganizmus, gebancCius oksiduoti naftos

produktus.

2. Biopreparatas pagal 1 punkitg, be siskiriantis tuo, kad naftg
oksiduojanciy mikroorganizmy kompleksg sudarantys mikroorganizmai yra isskirti i$
naftos produktais uztersty dirvoZzemiy ir laboratorinémis salygomis atrinktos
aktyviausios padermés, kurios priklauso bakterijy: Klebsiella oxytoca B-30 padermei,
Acinetobacter baumannii B-31 padermei, Rhodococcus fascians B-32 padermei,
Pseudomonas koreensis B-33 padermei, Pseudomonas brassicacearum B-34
padermei; mieliy: Yarrowia lipolytica M-238 padermei, Rhodotorula mucilaginosa M-
239 padermei, Rhodotorula diobovata M-240 padermei, Sporobolomyces roseus M-
241 padermei; mikroskopiniy gryby: Trichoderma longibrachiatum G-222 padermei,
Sarocladium kiliense G-223 padermei, Penicillium dierckxii G-224 padermei.

3. Naftos produktais uztersto grunto valymo badas biopreparatu pagal 1-2

punktusbesiskiriantis Siais etapais:

a) uzterStas gruntas supilamas j nuo 1,2 iki 1,7 m auksSCio kaupus, kur
pradinis naftos produkty (C1o —Cua0) kiekis uzZterStame grunte yra iki 50 g/kg uZztersto

grunto;

b) paruoSiamas naftg oksiduojanciy mikroorganizmy misinys, kuris apima
iSskirtus i naftos produktais uzterSty dirvozemiy ir atrinktas laboratorinémis
sglygomis aktyviausias padermes, kurios priklauso bakterijy: Klebsiella oxytoca B-30
padermei, Acinetobacter baumanii B-31 padermei, Rhodococcus fascians B-32
padermei, Pseudomonas koreensis B-33 padermei, Pseudomonas brassicacearum
B-34 padermei; mieliy: Yarrowia lipolytica M-238 padermei, Rhodotorula

mucilaginosa M-241 padermei, Rhodotorula diobovata M-240 padermei,
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Sporobolomyces roseus M-241 padermei; mikroskopiniy gryby: Trichoderma
longibrachiatum G-222 padermei, Sarocladium kiliense G-223 padermei, Penicillium

dierckxii G-224 padermei;

c) paruoSiama mitybiné terpé, kurios sudétyje yra: amonio nitratas — 1,5 g;
NPK (16-16-16) — 0,05 g; KCI — 0,25 g; cukrus — 0,85 g; dyzelinas — 3—6 ml; alaus
misa — 15-20 ml; naftos produktais uzterStas gruntas — 10 g; vanduo 1000 ml,

mitybinés terpés pH 7;

d) vykdomas visy kartu, naftg oksiduojanciy mikroorganizmy b) etape
paruosto mikroorganizmy misinio suzadinimas, panaudojant mitybine terpe paruostg

c) etape, o suzadinimg vykdo mazdaug 48 val., esant mazdaug 24 °C temperatirai;

e) suzadintas d) etape naftg oksiduojanCiy mikroorganizmy misinys
gausinamas mazdaug 72 val. fermenteryje, esant mazdaug 24 °C temperatirai,
naudojant skystg mitybine terpe, kurios sudétyje yra amonio nitratas — 1,5 g; NPK
(16-16-16) — 0,05 g; kalio chloridas — 0,25 g; dyzelinas — 4,0 ml; vanduo 1000 ml, kur
terpés pH 7;

f) e) etape gautas naftg oksiduojan€iy mikroorganizmy suZadintas ir
pagausintas misinys skystos suspensijos pavidalu jterpiamas | valomg gruntg
santykiu: 3 litrai suspensijos (108 KSV/ml) (KSV — kolonijas sudarantys vienetai) 0,5

m3 valomo grunto;

g) gruntas reguliariai, mazdaug kas 2 savaites purenamas, mazdaug kas
ménesj nustatomas mikroorganizmy kolonijas sudaranciy vienety (KSV/g) skaicius,
mazdaug kas ménesj nustatomas dirvozemio pH, drégme ir temperattra, bandymo
pradzioje ir po kiekvieno ménesio valymo nustatomas likutinis naftos produkty kiekis
(g/kg) pagal LST EN ISO 16703 (LAND 89- 2010).
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