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ISradimas priklauso ekologijos ir mikrobiologijos sritims, bitent, mikroorganizmy §tamams,

oksiduojantiems nafta ir jos produktus. SiGlomas Stamas gali bilti panaudotas grunto, vandens, uztersto nafta
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arba naftos produktais, biologiniam valymui. Stamas Candida lipolytica C.6.1-5 (deponuotas Botanikos instituto
Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje (LT), kolekcinis numeris IBL:Y-12), pasizymi stipriai iSreikstu angliavandenifiy

destrukciniu aktyvumu.
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Isradimas priklauso ekologijos ir mikrobiologijos sritims, bitent mikroorganizmu S$tamams,
oksiduojantiems naftg ir jos produktus. Sitilomas dtamas gali biti panaudotas grunto, vandens,

uzteréto nafta arba naftos produktais, biologiniam valymui.

Zinomas mieliy Candida guillermondii BKIIM Y- 241 $tamas, aprasytas patento RU 2 007 372,
CO2F 3/34, E02B 15/04, aprasyme (deponuotas LIMIIM BHHU Sintezbelok). Sis $tamas
naudojamas vandens ir grunto, uztersty nafta arba naftos produktais, valymui. UZter$ta aplinka
apdoroja mieliy Candida guillermondii BKIIM Y- 241 Igsteliu suspensija mineraliniy azoto ir

fosforo trasy terpéje.

Sio §tamo trilkumas yra tas, kad jis yra nepakankamai efektyvus sunkiy naftos frakcijy,

pavyzdZiui, mazuto biovalymui.

Zinomas naftos produktais uzter$to grunto ir vandens mikrobiologinio valymo bidas, aprasytas
patento RU 2 014 285,C02F 3/34, E02B 15/04, aprasyme, kai naftos produktais uzterstas vanduo
arba gruntas apvalomi nafta oksiduojanéiy mikrdorganizmq asociacija: Candida tropicalis ~
Mycoccocus arba Micococcus lactis + Micococcus lactis, arba Candida guillermondii +

Acinetobacter oleovorum subsp. parafinium.

Minetos mikroorganizmu kompozicijos trikumas yra nepakankamas skirtingos sudéties naftos
terSaly bei kity angliavandeniliy ardymas. Be to mikroorganizmy asociacija néra stabili
gamtinéje aplinkoje. Sunku parinkti kickybine mikroorganizmy asociacijos sudétj, kuri leisty

pilnai ir greitai suardyti ter3alus.

Zinoma mikroorgai.izmu asociacija, pavadinta “Devouroil”, apradyta patento RU 2 023 686,
CO2F 3/34, E02B 15/04, aprasyme. | $ig asociacija jeina Rhodococcus sp., Rhodococcus maris,
Rhodococcus erythropolis, Pseudomonas stutzeri ir Candida sp.. Sis mikroorganizmu rinkinys

skirtas vandens pavirsiaus ir grunto, uztersto naftos produktais, isvalymui.

Sios mikroorganizmy asociacijos pagrindinis trikumas tas, kad ji labiau tinka slriam jdros
vandeniui ar druskingam gruntui iSvalyti. Be to §i asociacija aromatinius angliavandenilius ir

naftenus oksiduoja silpnai.
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[sradimo tikslas — isskirti nafiq ir jos produktus oksiduojant; mieliy $tama, kurj galima bity

panaudoti uztersto grunto ir vandens i$valymui suintensyvinti.

Sitlomas mieliy Candida lipolytica C. 6.1-5 §tamas buvo i8skirtas i§ Vilniaus miesto Naftos
bazes teritorijos dirvozemio. [3skyrimo bldas apima dirvoZzemio vandeninés suspensijos
paruosima, paruoStos dirvozemio suspensijos uzZsé¢jima ant agarizuotos sintetinés gliukozes-
amonio terpés tokios sudeties (g/1): gliukozé - 20; (NH,4).S0O, - §; KH)PO, - 0.85; K;HPO, -
0.15: MgSO, - 0.5; NaCl - 0.1; CaCl; - 0.1: levomicetinas — 0.1; agaras — 20; vanduo — 1000
ml. Mieliy kultira buvo auginama 4 paras, termostate 26 + 2°C temperatiroje. Mieliy
identifikacija atlikta remiantis morfologiniais, fiziologiniais ir biocheminiais pozZymiais,

naudojant N. J. W. Kreger — van Rij (1984) klasifikacing sistema.

Stamas Candida lipolytica C. 6.1-5 deponuotas Botanikos instituto Biodestruktoriu tyrimo
laboratorijos mikroorganizmy kolekecijoje 1998 m. rugséjo mén. 6 d., kolekcinis numeris IBL: Y
-12.

Sitilomas mieliy Candida lipolytica C. 6.1-5 $tamas pasiZzymi Zemiau i$vardintomis savybémis.

Morfologinés savybés. Po 3 pary kultivavimo skystoje salyklo ekstrakto terpéje, esant 25°C
temperatiirai, lastelés ovaliSkos arba istemptos, (2-4.5) x (4-22) pm. Pumpuruoja siauru, kartais
pladiu pagrindu. Skystoje terpéje formuoja plévele ir nuosédas. Stebimas pseudomicelis arba
tikras micelis.

Agarizuotoje sélyklo terpéje po 1 ménesio kultivavimo kultiira kreminés spalvos, drégna,
minksta, §velniai rauk$léta arba klostéta. Mikroskopuojant stebimas pseudomicelis ir $akotas,
septuotas tikras micelis. Kartais formuoja artrosporas. Blastosporos yra sujungtos | mazas

grandinéles.

Fiziologinés savybéas. Rligimo proceso nevykdo. Kaip vienintelj anglies $altinj gali asimiliuoti:
gliukozg. L - sorboze, etanolj. glicerolj, eritritolj, D — manita, pieno, gintaro ir citrinos riigstj. n-
heksadekana. n- dekana, naftalina, nafta. mazuta. Neasimiliuoja: galaktozes, D - ribozés, L -
ramnozeés, sacharozés, maltozeés, celobiozes, tregahozés, laktozés, melibiozés, rafinozés,
melecitozés, inulino. krakmolo, D - ksilozés, L ir D — arabinozeés, adonitolio (ribitolio), salicilo,
inozito. Arbutino hidrolize nepasizymi. Produkuoja rligstis. Bevitamininéje terpéje (Vitamin free
yeast base "DIFCO”, JAV) auga. Augima stimuliuoja tiaminas. Optimali augimo temperatira

27°C. Maksimali augimo temperatiira 33-37°C. Optimalus pH 5,0 - 5.5.
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Fermentinis aktyvumas. Kokybiniais atrankos metodais nustatyta, kad 3tamas pasizymi

ureaziniu ir lipaziniu fermentiniu aktyvumu.

Stamo laikymas. Stamas laikomas ant agarizuotos gliukozés-amonio terpés, mégintuveliuose.
Reguliariai pers¢jamas. | saugomo $tamo mitybing terpg iterpiami naftos angliavandeniliai.

Stamai laikomi +4°C temperatiiroje.

Sidlomo §tamo pirminé atranka buvo atlikta panaudojant kokybinius metodus. Atranka buvo
atliekama ant agarizuotos mitybinés terpés tokios sudeties (g/l): mazutas ~ 10; (NH4)2SO4 - 35,
KH>PO, — 0.85: K;HPO, - 0.15; MgSOy4 — 0.5, NaCl - 0.1; CaCl; - 0.1; agaras ~ 20; vanduo —
1000 m!l. Stamas augintas 5 paras termostate. 26 + 2°C temperatiiroje. Terpes pH 5. Naftg ir jos
produktus oksiduojanéio Stamo aktyvumas buvo jvertintas pagal susidariusias skaidrias zonas
aplink mikroorganizma.

Terpés sudéties optimizavimo metodu, modifikuotoje Capeko terpéje pagal absoliu¢iai sausos
biomasés (ASB) kiekj buvo jvertinta jvairiu fosforo 3altiniy (kaulamil¢iy, superfosfato, Kemira
Horti — 2 (NPK 6-12-24)) itaka naftos produktus oksiduojanc¢iy mieliu Candida lipolytica C. 6.1-

5 stamo augimui. Tyrinug duomenys pateikiami I lentelgje.

1 lentelé. [vairiu fosforo 3altiniy jtaka Candida lipolytica C. 6.1-5 $tamo augimui

Fosforo 3altinio pavadinimas Fosforo kiekis, g/l Absoliucdiai sausos biomasés
svoris, g/l
Kontrolé (KH,PO,) 0.23 82+0.1
KaulamilSiai 0.115 T 1L1=0.1 |
; 0.23 13.6=0.2
| 0.345 124201
i Kemira Horti -2 0.115 6.2=0.1
i (NPK 6-12-24) 0.23 7.5=0.2
0.345 51=0.1
Superfosfatas 0.115 236 =0.04
0.23 2.90=0.03
0.345 5.70=0.10 5

[§ pateikty duomeny matyti, kad {vairls fosforo 3altiniai nevienodai veikia atrinkto $tamo

augima. Nustatyta, kad didziausias ASB kiekis buvo gautas kultivuojant atrinkta Stama su
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kaulamilgiais. Kultivuojant su superfosfatu ir Kemira Horti - 2 trajomis ASB kiekis buvo

4

mazesnis nei kontroléje (1 lentele).

Sitilomo mieliy $tamo geb¢jimas ardyti nafta ir jos produktus bei kai kuriuos aromatinius

angliavandenilius pateikiamas pavyzdziuose.

| pavyzdys

Sidlomas mieliy Candida lipolytica C. 6.1-5 $tamas kultivuojamas modifikuotoje Capeko terpéje
giluminiu bidu, kratyklese. Terpés vieninteliu anglies 3altiniu buvo nafta. Terpes sudétis (g/):
kaulamiléiai = 1.75; Mg SO; - 0.5; Fe SO, - 0.001; NHsNO; - 1.5; KCl - 0.5; vanduo - 1000
ml. Terpés pH 5.0 - 5.5. Kultivavimo temperatiira 26x2° C. Kiskybine naftos analizé po 7 ir-20
pary mieliy kultivavimo buvo atlikta spektrometrijos metodu panaudojant naftos analizatoriy

ANVP -79.
Nustatyta, kad po 7 pary kultivavimo nafios kiekis sumazéjo 82.18%, o po 20 pary - 90.67 %.

2 pavyzdys

Atrinktas mieliy $tamas buvo kultivuojamas terpéje, kurioje vieninteliu anglies 3altiniu buvo
mazutas. Terpés sudetis (g/l): mazutas -~ 10; (NH4):S04 = 5; KH,PO4 - 0.85; K;HPO4 - 0.15;
MgSO; - 0.5; NaCl - 0.1; CaCl, - 0.1; vanduo ~ 1000 ml. Terpés pH 5.0-6.5. Stamas kultivuotas
giluminiu badu, kratyklése. Auginimo temperatira 26 + 2° C. Mazuto kiekybinis jvertinimas
atliktas po 7 ir 20 pary Candida lipolytica C. 6.1-5 stamo kultivavimo. Nustatyta, kad po 7 pary

kultivavimo mazuto kiekis sumazéjo 51.89 %, o po 20 pary - 81.68 %.
avyzdy

Atliktas bandymas, kuris savo parametrais atitinka 1 pavyzdyje apraiyta bandyma. Atrinktas
$tamas buvo kultivuojamas tos pacios sudéties terpéje, kaip ir 1 pavyzdyje. Skirtumas tas, kad
vieninteliu anglies 3altiniu buvo pasirinktas aromatinis angliavandenilis — naftélinas 10 g/l
Kiekybiné naftalino analizé, po Candida lipolytica C. 6.1-5 §tamo kultivavimo, atlikta duju
chromatografijos  masspektrometrijos metodu  panaudojant  duju chromatograta -

masspektrometra “Saturn 3”.
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Nustatyta, kad po 7 pary kultivavimo naftalino kiekis sumazéjo 64.91 %, o po 20 pary net
85.01%.

4 pavvzdys

Naftos produktais uztersto grunto valymas. Valymo aikSteléje yra 100 tony uZtersto grunto, kurio
pH 5.0 - 55. Naftos produkty 35 g/kg.Gruntas paskleidziamas 0.5 m storio sluoksniu.
Paruodiama Candida lipolytica C. 6.1-5 Stamo suspensija ir sumaidoma su vandeniniu drusky
tirpalu, i kurio sudétj jeina 30 mg/l azoto (naudojamas amonio sulfatas) ir 25 mg/l fosforo
(kaulamilciai). Lasteliy titras tirpale apie 3 x 107 lasteliw/ml. Paruostas tirpalas jterpiamas |
valoma grunta ji ispurskiant 3 /m? kiekiu. Valomas ir trgsiamas NPK mineralinémis traSomis
gruntas perkasamas, O véliau kultivuojamas kas savaitg. Natiiraliomis salygomis, esant oro
temperatiirai ne zemesnei kaip 14 oC, dirvoZzemio idvalymo procesas trunka 1.5-2.5 ménesio.

Tersaly kiekis sumazéeja 91.02 %.
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1SRADIMO APIBREZTIS

1. Stamas Candida lipolytica C. 6.1-5 (deponuotas Botanikos instituto Biodestruktoriy tyrimo
laboratorijoje (LT), kolekcinis numeris IBL:Y — 12), oksiduojantis nafta ir jos produktus,

pasizymintis stipriai iSreikStu angliavandeniliy destrukciniu aktyvumu.

5. Stamas Candida lipolytica C. 6.1-5, skirtas naftos produktais uZtersto vandens ir grunto

valymui.

3. $tamo Candida lipolytica C. 6.1-5 pagal 1 punkta gavimo biidas, b e s kiriantis tuo, kad
$tamo biomase augina laboratorinémis salygomis, naudojant skirtingas mitybines terpes, j0s
augimui palaiko temperatiirg ribose 14 - 29 °C ir pH ribose 5.0 — 6.5, po to ruodia suspensija,
kuria sumaiso su vandeniniu drusky tirpalu, { kurio sudétj ieina 30 mg/! azoto ir 25 mg/1 fosforo,
lasteliy titras tirpale 3 X 107 lasteliwml natdraliomis salygomis, tinkamomis mieliagrybiui

daugintis.
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