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skaidantiems angliavandenilius, ju gavimo badui ir gali bdti panaudotas naftos produktais uftersto dirvozemio
(grunto) valymui, jo toksiskumo augalams sumaZinimui ir galutiniam dirvoZemio struktiros bei jo biologiniy
savybiy atstatymui. &tamas Trichoderma harzianum VNB-16 (deponuotas Botanikos instituto Biodestruktoriy
tyrimo laboratorijoje (LT), kolekcijos Nr. IBL; F-431) - naftos produktus skaidantis §tamas, introdukuotas iSlieka
aktyvus grunte, antagonistidkai veikia jame esandius fitopatogeninius mikroorganizmus ir sumatina naftos
produktais uZtersto dirvozemio toksiskuma augalams.



LT 4794 B

liradimas  priklauso  mikrobiologijos,  biotechnologijos sritims,  bitent,
mikroorganizmy $tamams. skaidantiems angliavandenilius, ir gali buti panaudotas

uztersto naftos produktais dirvozemio (grunto) valymui.

Zinomas bakterijoz Rhodococcus erythropolis Stamas BKM Ac-1339D, aprasytas aut.

I SU 1 805 097, CO2F 3/34. isradimo aprasyme. Sis $tamas naudojamas vandens ir

dirvos valymui nuo naftos ir naftos produkty.

Stamo trikumas — bakterijos geba degraduoti tirpius angliavandenilius. NepasiZymi
gebéjimu skaldyti mazuta, Be to, bakterijos, {terptos | dirvoZemio mikroorganizmy

bendrija, sunkiau issilaiko kity mikroorganizmy aplinkoje.

Zinomas mikromicetas Candida guillermondii BKM Y-241, apradytas patento RU
2 007 372, CO2F 3/34. E02B 15/04. aprasyme. Sis $tamas naudojamas vandens ir

dirvos apvalymui nt o uzter$imo nafta ir naftos produktais.

Sio §tamo triikumas — nesugeba skaldyti mazuta. Mikromicetas negerina dirvozemio
struktiiros. sunkiau dauginasi patek¢s | natdralias dirvoZzemio mikroorganizmy

bendrijas.

Artimiausias savo veikimu sililomam $tamui yra §tamas Actinomucor elegans TC-
405, aprasytas patento US 4 415 662 apraSyme. Sis §tamas yra naftos ir naftos

produkty biodestruktorius.

Sio §tamo esminic triikumas ~ naudojamas naftos produktams skaldyti vandenyje,
negerina  dirvoZzemio struktiros ir nepasiZymi antagonistinémis savybémis

fitopatogeniniams mikroorganizmams.

[§radimo tikslas — i3skirti §tama, kuriam bldingas gebéjimas skaldyti naftos
angliavandenilius, tame tarpe mazuty, {galinantis pagreitinti naftos produkty

utilizacija dirvozemyje, atstatyti jo struktirg ir biologinj aktyvuma.
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Sidlomas mikroorganizmo $tamas buvo i§skirtas i$ Vilniaus naftos produkty bazés
teritorijos uZter$to smélio. prisotinto industriniais tepalais. [$skyrimo budas apima
dirvoZzemio vandeninés suspensijos paruosimag; paruostos suspensijos uZséjima ant
agarizuoty alaus misos ir modifikuotos Capeko terpiy, kai anglies 3altiniu naudojamas
1% mazuto. Tokia terpé naudojama nafta oksiduojantiy mikromicety Stamy
aptikimui, kultdiros i$gryninimui ir monosporinés kultdros iSskyrimui. Mikromicetas
auginamas termostate prie 26=2 °C temperatiiros 7 paras, tamas identifikuotas pagal

kultdrinius ir morfologinius pozymius naudojant M. A. Rifai klasifikacija.

Stamas deponuotas Botanikos instituto Biodestruktoriu  tyrimo laboratorijos

mikroorganizmy kolekcijoje, kolekeinis numeris [BL: F-431.

Sidlomas $tamas Trichoderma harzianum VNB-16, auginant jj ant skirtingy terpiy,

pasizymi tokiomis savybémis:

Morfologinés savybés

Agarizuota alaus misos terpé. Kolonijos auga greitai. Po 3 pary kolonijos pasiekia 50
mm. 0 po 5 pary — 90 mm diametra. Kolonijos pavirdius tamsiai Zalios spalvos,
micelis tankus. gana aukstas, purus su daugeliu vatos pavidalo gniuzuléliy. Apatiné

kolonijos pusé bespalve. Kultiros kvapas specifinis.

Agarizuota Capeko mineraliné terpé. Kolonijos auga léciau — po 3 pary siekia 35, po 7

- 90 mm skersmenj. Kolonijos $viesiai Zalsvos su baltais ir Zalsvais puriais micelio

gniuzuléliais. Kolonijos apatiné pusé gelsva.

Saburo-dekstrozés agarizuota terpe. Kolonijos auga greitai, po 3 pary siekia 45, po 5 -

90 mm skersmenj. Micelis labai tankus, auga koncentriskais Ziedais, kolonijos krastas

— gelsvos, | centra - Zalsvos spalvos. Apatiné kolonijos pusé oranziné.

Hifai septuoti, igsiakoje, lvgiasieniai, bespalviai, 1,5-10,0 p skersmens. Sonines

Sakelés dazniausial i§sidés¢iusios grupémis po 2-3.
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Fialidés trumpos, kégliskos, 4,5-8,0 x 2,5-3,5 dydzio, daZniausiai isidésto grupémis

po 5, bet gali biti pavienés.

Konidijos smulkios, rutulio arba trumpo ovalo formos, lygiasienés, Zalios spalvos,
issidésciusios fialidziy virSGnése. sudaro rutulio pavidalo netikras galvutes.

Vidutiniskas konidijy dydis 2,8-3,2x-2,5-2,8 pu.

Fiziologinés savybés
Anglies Saltiniai: 3tamas gerai isisavina gliukozg, sacharozg, galaktozg, ksilozg,
karboksimetilceliulioze. Silpniau isisavina organiniy rligd¢iy druskas, krakmola,

glicerina.

Azoto 3altiniai: Stamas gerai jsisavina amonio druskas, NaNO;, peptona, asparaging.

Silpnai isisavina kazeina.

Stamas gerai auga ant gamtiniy substraty, pavyzdZiui, augaly atlieky, gridy. Aerobas.
Augiino temperatiira 15-36°C, optimali - 26-30°C. Auga terpéje, kurios riigstingumas

- pH 4-7.

Stamas pasiZymi fermentiniu aktyvumu: produkuoja proteazes, celiuliazes.

Nebtdinga tirozinazes, lakazeés sintezé.

Antagonistinés savybés

Stamas pasizymi dideliu antibiotiniu poveikiu | kai kuriuos fitopatogeninius grybus,
pvz.. Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme, F. oxysporum, F. solani, Alternaria
alternata.  Taciau jis néra antagonistas naftos angliavandenilius skaldangioms
bakterijoms ir mikromicetams-mieléms, o pastaryjy (Candida lipolytica, Rhodotorula

lactosa, Rhodotorula sp. ir kt.) augima netgi stimuliuoja.

Stamo gebejimas oksiduoti naftos angliavandenilius buvo vertinamas pagal augima
ant agarizuotos Capeko terpés su 1% dyzelinio kuro ir mazuto. Mikromiceto §tamy
koloniju diametras (mm) po 7 pary auginimo ant Capeko terpés ir Capeko terpés su

naftos produktais pateikiamas | lenteleje.
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| lentele
Stamo | Capeko | Capekoterpé | Capeko terpe su
Mikromiceto rtsis numeris . terpé su mazutu dyzeliniu kuru
|
H i
Trichoderma harzianum | VNB-16 | 90 90 90
Penicillium MN-1 32 12 23
verruculosum

Ant mineralinés Capeko terpés su 1% mazuto $tamo Trichoderma harzianum
kolonijos auga greitai ~ po 7 paru pasickia 90 mm skersmenj. Kolonijos plonos,
micelis Zemas, silpniau gamina Zalig pigmenta, kolonijos pilkos spalvos su baltais

gniuzuléliais.

Stamas, augdamas mineralinéje terpéje su mazutu naudoja jvairius fosforo Zaltinius:
kaulamil¢ius, superfosfata, Kemira-Horti 2 traSas (NPK 6:12:24). Sidlomo
Trichoderma harzianum VNB-16 §tamo augimo kolonijy diametras (mm) po 7 pary

ant agarizuoty terpiy su {vairiomis tradomis bei mazutu pateiktas 2 lenteléje .

2 lentelé

Kontrolé
(KH,POy) Kaulamil¢iai Superfosfatas Kemira-Horti 2

Fosforo
Saltinio

koncentracija,
o/l 1 08116124051 1 | 1L5]04]075 1,1

Kolonijos
skersmuo, mm 43 90 | 90 | 90 | 52 | 48 | 45 | 45 50 42

Geriausiai orinio micelio formavimasi, augant terpéje su mazutu veikia 0,4 ir 0,75 g/l

Kemiros trasy bei ! g/l superfosfato priedas.

Skystoje terpéje su Kemiros tra§omis ir mazuto bej dyzelinio kuro midiniu (santykis
I:1) sialomas Stamas auga gerai, mazutas per 7 paras suskyla | mazus dribsnius.

Biomasés prieaugis pateikiamas 3 lenteléje.



LT 4794 B

]
| Variantas Biomasé g/50 ml
|
| Kontrolé (KH,POs- 1,0 g/l) 0,040
Kemira 0,40 g/l 0,027
Kemira 0.75 g/l 0,056

Darzo dirvozemis (400 g) supilamas | vegetacinius indus, | juos jpilama 50 ml
mikroorganizmy pagalba degraduoto mazuto. Uzkre¢iama sidlomo Stamo suspensija
Ix10® - I1x107 pradwg. | dirvozemj pasodinami lubinai. Po 6 savaifiy auginimo
mikrobiologiné analizé parodé, kad mikromicetas idgyveno ir vystési mazuto
atliekomis uzterStame dirvozemyje. Angliavandeniliy kiekis per & laikotarpj

tiriamame dirvoZzemyje sumazéjo nuo 2388 iki 370 mg/l, t.y. 6,5 karto.
Auksc¢iau pateikty duomeny apibendrinimas rodo, kad sitilomas $tamas Trichoderma

harzianum VNB-16 pasiZymi gebéjimu skaldyti mazutg ir gali biti naudojamas naftos

produkty utilizacijai pagreitinti bei dirvozemio kokybei atstatyti.

| pavvzdys

Sitlomo Trichoderma harzianum VNB-16 $tamo auginimas skystoje mineralinéje

terpeje pridedant kaip vienintelj anglies 3altin naftos angliavandenilius.

Pagaminama skysta mitybiné mineraliné terpé tokios sudéties (g/1):

NH4NO; 1,5
KH,POq 1,0
KCl 0,5
MgSO,4x7H,0 0,5
FeSO,; x7H,0 0,001

Distiliuotas vanduo 1,000 ml

Pridedama mazuto arba naftalino 1% kaip vienintelio anglies $altinio. [3pilstoma po

50 ml | 500 ml talpos kratyklines kolbas. Terpé sterilinama autoklavuojant 30 min.
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prie 0,5 atm. | ataudusia terpe uZs¢jama 2 ml 7 pary amziaus Stamo Trichoderma
harzianum spory suspensijos. Stamas inkubuojamas ant kratytuvy 7-20 pary prie
26+2° temperatdros. Po 7 auginimo pary mazutas suskyla | smulkius dribsnius, 0 po

20 pary lieka tik $viesiai rudas skystis.

Suskaldyto naftos produkto kiekis auginant $tama 7 ir 20 pary pateikiamas 4 lenteléje.

4 lentele
Naftos Pradinis
Produktas | angliavandeniliy 7 paros 20 pary
kiekis mg/100 ml
Likutis | Suskaldyta | Likutis Suskaldyta
Naftalinas 719 406.4 43,5% 60,5 91,5%
Mazutas 715 644,2 10,0% - -

I§ pateiktu duomeny matyti, kad sitilomas $tamas Trichoderma harzianum VNB-16
skaldo platy angliavandeniliy spektra: angliavandenilius, kurie sudaro sunkigsias

naftos frakcijas — naftaling ir mazuta.

2 pavyzdys

Sitlomo §tamo Trichoderma harzianum VNB-16 panaudojimas naftos produkty

utilizacijai dirvozemyje kompostavimo bidu.

Substrato uzkratui mikromiceto biomasg augina laboratorijoje steriliomis salygomis.
Po 6-7 pary kultivavimo ant agarizuotos alaus misos terpés 26=2°C temperatiiroje
ruodia mikromiceto sporu suspensija. Konidijos nuplaunamos steriliu fiziologiniu
tirpalu ir gauta suspensija praskiedZiama, palaikant gryby prady titrg 1x10% - 1x107/1

ml. Paruosta suspensija naudoja uztersto grunto uzkrétimui.

Naftos produktais uZter$tas gruntas sukasamas | krlivas, sumaiSomas su azotinémis
bei fosforo tradomis, aplaistomas arba apipurSkiamas mikromiceto spory suspensija,
gerai permaiSomas. Uzkréstas mikromicetu substratas natlraliomis sglygomis (esant

10 - 30° C temperatiirai, palaikant optimalia kompostuojamo grunto dregmg) laikomas



7 LT 4794 B

2 - 3 ménesius, periodiskai sekamas mikromiceto vystymasis ir naftos produkto kaita

valomajame grunte.

Aukstiau aprasytu bidu valant grunta, lyginant su kontroliniu pavyzdziu, kuriame
nebuvo inokuliuotas Trichoderma harzianum VNB-16 uzkratas, po 30 d. mazuto
sumazéjo 85% . Grunto konsistencija pasikeité. Jis pasidaré puresnis, prarado naftos

kvapa.
VVZAyY

Aukiciau apradyto apvalyto nuo naftos produkty grunto panaudojimas augaly

auginimui - galutinei dirvozemio remediacijai.

Apvalytas nuo naftos produkty gruntas néra toksiskas aukstesniesiems augalams.
Sekly daigumas mazutu uZterStame grunte be mikromiceto Trichoderma harzianum
VNB-16 buvo 50%, su Trichoderma harzianum VNB-16 — 80 %. Lubiny Zaliosios

masés pricaugis per 2 savaites — atitinkamai 0,86 ir 1,46 g/egz.

Apvalytas gruntas gali bati panaudtas augalams auginti ir galutinai atstatyti
dirvozemio struktiirg bei jo biologines savybes, kadangi introdukuotas mikromiceto
Trichoderma harzianum VNB-16 §tamas i3lieka aktyvus dirvoje, antagonistiskai
veikia fitopatogeninius mikroorganizmus ir sumazina naftos produktais uZtersto

dirvoZemio toksiskuma augalams.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Stamas Trichoderma harzianum VNB-16 (deponuotas Botanikos instituto
Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje (LT), kolekcijos Nr. IBL: F-431) - naftos
produktus  skaidantis $tamas, antagonistiskai  veikiantis  fitopatogeninius

mikroorganizmus ir sumazinantis naftos produktais uZter§to dirvoZemio toksiskuma

augalams.

2. Stamas Trichoderma harzianum VNB-16 skirtas panaudoti naftos produktais

uzterSto dirvoZzemio valymui ir atstatymui.

3. Stamo Trichoderma harzianum VNB-16 pagal 1 punkta gavimo bidas, be sisk i
riantis tuo, kad paruosia naftos produktais uZtersto grunto vandening suspensija,
paruo3ta suspensija uzséja ant agarizuoty alaus misos ir modifikuotos Capeko terpés,
kai anglies Saltiniu yra 1% mazuto, tokia terpe panaudoja nafta skaidanciy
mikromicety Stamy aptikimui, ju kultdros i$gryninimui ir monosporinés kultdros
i8skyrimui, mikromiceta augina termostate prie 26 + 2°C temperatiiros 7 paras ir
Stama identifikuoja pagal kultiirinius ir morfologinius poZymius naudojant M. A.

Rifai klasifikacija.

4. Stamo Trichoderma harzianum VNB-16 pagal 1 ir 2 punktus, gauto pagal 3 punkto
buda panaudojimo mazutu uztersto grunto valymui biidas, besiskiriantis tuo,
kad mikroorganizmo biomas¢ augina mitybinése terpése laboratorinémis salygomis,
Po to ruosia mikromiceto biomasés vandening suspensija, kurioje mikromiceto pradu
titras yra apie 10°-107/1 ml, i§ anksto paruosta substrata uzkreia mikromiceto
suspensija ji laistant arba apipurSkiant minéta suspensija, po to substrata permaiso ir

palaiko drégme, tinkama Stamui daugintis ir islikti aktyviam substrate-grunte.

5. Apvalyto biidu pagal 4 punkta grunto panaudojimas augalams auginti ir galutinai

atstatyti dirvoZemio struktiira bei jo biologines savybes.
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