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IVADAS

Mokslo ir technikos pazanga, gamybos plétra ne tik sukuria didelius pramonés
objektus, bet siekia efektyviai sumazinti pramoniniy ir buitiniy atlieky kiekius. Ekologiné
situacija diktuoja naujus reikalavimus, kurie remiasi pigesnémis ir saugesnémis
technologijomis. Mikrobiologinis terSaly skaidymas, kitaip nei cheminé degradacija,
vyksta palyginti Svelniomis salygomis ir nereikalauja dideliy piniginiy investicijy, todél
zaliosios biotechnologijos yra pakankamai veiksmingos ir perspektyvios. Atsizvelgiant {
tai, kad aplinkos savaiminio apsivalymo galimybés yra labai ribotos ir be kryptingo
zmogaus isikiSimo ksenobiotiniy junginiy nukenksminimas aplinkoje néra efektyvus ir
kelia ekologini pavojy aplinkai ir Zmoniy sveikatai, atlieky tvarkymas Lietuvoje priskirtas
prioritetinéms aplinkos apsaugos kryptims, ypa¢ pabréziant grunto ir vandens apvalyma

nuo pavojingy naftos terSaly (1 paveikslas).

1 pav. Geologinés aplinkos tarSos zidiniy tipai: ® pramonés, energetikos, transporto ir
paslaugy objektai; e terSianCiy medziagy kaupimo ir regeneravimo objektai; e

gyvulininkystés objektai (i§ LT 2006 veiklos ataskaitos).

Siandien bioremediacija suprantama kaip aplinka valanti technologija, kuri tersaly
valymui naudoja biologinj potenciala. Siose technologijose naudojami mikroorganizmai,

transformuojantys ar pilnai skaldantys aplinkos terSalus. Idéa panaudoti



~

mikroorganizmus terSaly paSalinimui i§ aplinkos néra nauja. Taciau, terminas
bioremediacija, mokslininky zodyne yra pakankamai naujas. Bioremediacija remiasi
nuostata, kad visi organizmai naudoja aplinkoje esancius substratus savo augimui ir
metabolizmui palaikyti. Daugelis bakterijy, pirmuoniy ir grybuy gali skaldyti daugybeg
sudétingy molekuliy, o ju skilimo produktus panaudoti savo reikméms. Bioremediacija ne
tik terSaly skaldymas, bet ir jy Salinimas i§ aplinkos be ardymo.

Bioremediacinéms technologijoms priskiriamas bioaugmentacijos metodas, kurio
pagalba, terSalai Salinami panaudojant gyvus organizmus arba jy fermentines sistemas;
biofiltracijos metodas, kuriame per komposto kaupus arba grunta, praturtinta aktyviais
mikroorganizmais, leidziamos uzterStos dujos; bioreaktoriai - uzpildyti mikroorganizmais
ar ju fermentais; biostimuliacijos metodas, naudojantis mitybinius substratus ir jvairias
mineralines medziagas, kurios stimuliuoja aplinkoje esancius mikroorganizmus.
Bioremediacijoje taip pat sékmingai naudojamas terSaly kompostavimas, komposta
praturtinant mikroorganizmais; grunto papildymas deguonimi; fitoremediacija, naudojanti
augalus terSaly valymui i§ grunto ir kiti metodai.

Zaliavos, medziagos, pramonés produktai gali biiti vertinami kaip naujos specifinés
mikroorganizmy ekoni$os. Dirva, vandens telkiniai, buitiniai, pramoniniai nutekamieji
vandenys ir pan. yra kompleksinés, dinamiskos sistemos su joms buidingais bruozais:
sudétingos ir santykinai specifiSkos mikroorganizmy bendrijos, heterogeniska aplinka su
tam tikry elementy pertekliumi, mikroorganizmy bendrijy gebéjimas islaikyti savo
struktiirini ir funkcini vientisuma, nepriklausomai nuo periodiniy ir neperiodiniy aplinkos
salygu kitimo. UzterStoje aplinkoje mikroorganizmy augimas ant ksenobiotiniy junginiy
daznai néra optimalus. D¢l nejprasty substraty pilnai nerealizuojamos biocheminés
reakcijos, sutrinka koreliaciniai rySiai tarp energetiniy ir biosintezés reakcijy, slopinamas
mikroorganizmy augimas ir dauginimasis, susidaro jvairesniy Salutiniy metabolizmo
produkty. Biodegradacijos procesuose lemiama vaidmenj vaidina ne patys zalingiausi

organizmai, o risys su gerai iSvystytomis adaptacinémis savybémis.

Darbo tikslai ir naujumas. Siame darbe buvo siekiama: istirti mikroorganizmy itaka
uzterSto grunto bioremediacijai vidutinio klimato salygomis, laboratorinémis ir ex-situ
salygomis jvertinti atskiry mikroorganizmy ir ju grupiy itaka strukttriskai skirtingy

medziagy degradacijai, iSanalizuoti abiotiniy ir biotiniy veiksniy jtaka terSaly Salinimui



i§ aplinkos. Tyrimuose buvo siekiama gilesnés analizés apie Zemiausios trofinés
grandies-mikroorganizmy asociacijy formavimasi ir funkcionavima uzterStame grunte, ju
panaudojima, kuriant naujas bioremediacijos technologijas. Darbe buvo norima jvertinti
biostimuliacijos, bioaugmentacijos, kompostavimo ir kity metody efektyvuma grunto
terSaly bioremediacijai, tyrimy rezultatus pritaikant grunto valymui ex-situ salygomis.

Kryptingi ir ilgalaikiai tyrimai padéjo atrinkti naujus aktyvius mikroorganizmy
kamienus, skaidanCius jvairius, struktiriskai skirtingus junginius, palyginti ju savybes,
istirti metabolizmo produktus ir jy itaka naftos produkty degradacijai, jvertinti mitybiniy
elementy reik§me, intensyvinant mikroorganizmy vystimasi uzter§tame grunte.

Gauti atlikty tyrimy rezultatai parodé, kad pagal specifinius kriterijus atrinkty
mikroorganizmy panaudojimas, kryptingas ju veiklos reguliavimas, parenkant ir sudarant
optimalias salygas ju funkcionavimui, jgalina pagreitinti naftos produkty ir kity
ksenobiotiniy medziagy utilizacija grunte. Du Penicillium genties rusiy kamienai (P.
decumbens Thom 4.5 VNB-AMFK ir P. frequentans Westling 6.4 PNB-AMFK
(dabartinis P. glabrum (Wehmer) Westlig), aktyviai skaldantys naftos angliavandenilius,
iregistruoti Lietuvos Respublikos valstybiniame patenty biure (LT Patentas 4791, 2001).
I8skirty aktyviy mikroorganizmy pagrindu sukurtas biopreparatas, sékmingai naudojamas
ex-situ  VS[ ,,Grunto valymo technologijos” naftos produktais uZterSto grunto
bioremediacijai. Nustatytas termofilinéms bakterijoms naujas, iki Siol mokslinéje
literatiiroje neaprasSytas, naftaleno metabolizmo kelias. Gauti duomenys teikia naujas

galimybes placiau panaudoti termofilines bakterijas, utilizuojant naftos produkty atliekas.



1. Gamtiniy ir sintetiniy polimery mikrobiologinés degradacijos tyrimai

Ter$alai, kuriy didziaja dali sudaro ksenobiotikai, pateke i aplinka, i§ esmés keicia
biologiniy sistemy funkcionavimo salygas: keiCiasi terpés sudétis, pH, aeracija, toksiskai
veikiami organizmai. Tai lemia toje ekosistemoje egzistuojanciy dalies mikroorganizmy
veiklos prislopinima ar visiSka iSnykima, kity isivyravima arba naujy risiy atsiradima.
Mikroorganizmai, sugebantys isisavinti ksenobiotin] jungini, igyja pirmuma vystytis
uZzter$toje aplinkoje.

Polimeriniy medziagy ir mikroorganizmy tarpusavio saveikos rezultatai yra svarbis
keliais aspektais. Visy pirma, biitina apsaugoti naujus gaminius nuo mikrobiologiniy
pazeidimy, taciau, techniniams dirbiniams netekus naudojimo vertés, reikia juos kuo
greiCiau utilizuoti, kad nebiity terSiama aplinka. Mikroorganizmai gali pagreitinti ju
destrukcijos ir jjungimo i bendra gamtoje vykstant] medziagy apykaitos rata.

llgalaikiy tyrimy metu istirtas daugiau nei 500 sudétiniy polimeriniy medZziagy
atsparumas mikroorganizmy poveikiui (Lugauskas, Kalédien¢, 1996). Daugelis S§iuy
medziagy, pateke i aplinka kaip terSalai, gali tapti naujomis ekologinémis niSomis
skirtingoms mikroorganizmy grupéms. Oligotrofija - viena svarbiausiy savybiy vertinant
mikroorganizmy augima ant jvairiy substraty. Oligotrofai vystimuisi gali iSnaudoti
minimalius anglies ir energijos Saltinius (Parkinson et al., 1990; Golovchenko et al.,
2002). Mikromicetai gali iSgyventi labai ilga laika nepalankiose salygose, gaudami
minimalius mitybos medziagy kiekius (Kalédiené ir kt., 1989) arba naudodami augimui
netinkamus ksenobiotinius substratus ( Zhdanova et al., 2004). ISskirtinis oligotrofy
privalumas, kad jie augdami, ardydami arba transformuodami sunkiai degraduojamus
junginius, laipsniskai sudaro salygas kopiotrofy vystimuisi bei tolesnei efektyviai junginiy
biodegradacijai.

Medziagos pavirSiaus struktiira yra labai svarbi pirmajam kontaktui tarp
mikroorganizmo ir medziagos. Lygiis ir slidis medZziagy pavirSiai maziau uztersti
mikrobais. Daug grei¢iau mikroorganizmai adhezuojasi prie poréty ar pazeisty pavirsiy.
Kontaktas tarp medziagy ir mikroorganizmy tuo glaudesnis, kuo lengviau mitybos
poreikiams naudojamos sudedamosios medziagy ar junginiy dalys. Ju hidrofobines
savybes, o tuo paciu ir atsparuma mikroorganizmy poveikiui, mazina aplinkos veiksniai,

tokie kaip Sviesa, temperatiira, ozonas, riigsts lietls ir pan. Yra duomeny, kad kietuosius



pavirsius grei¢iau kolonizuoja bakterijos nei mikromicetai, taciau prireikia daugiau
energijos $alinant pastaruosius nuo substraty pavirsiy (Beckett et al., 1990).

Mikroorganizmy lasteliy ir kieto medZiagos pavirSiaus saveika, pirmiausia, priklauso
nuo adhezijos efektyvumo, kuri lemia lasteliu dydziai, kontakto laikas, iSskiriami
adhezinai (baltymai, glikoproteinai, mukopolisacharidai ir kt.), sugeriamo vandens kiekis
medziagoje (Lugauskas, Kalédiené, Peciulyté, 1995). Mikrobiné adhezija ant inertiniy
medziagy yra salygojama nespecifinés saveikos tarp lasteliy pavirSiaus ir substrato. Tiek
substrato, tiek ir lasteliy hidrofobiskumas ir elektrostatiniai kriiviai yra svarbiausi
adhezijos veiksniai, kolonizuojant inertiskus pavirSius (Webb et al., 1999; Abu-Lail,
Camesano, 2003; Dupres at al., 2004; Rosenberg, 2006). Dél ivairiy fizikiniy ir cheminiy
pavirsiy struktiiry, gana sudétinga jvertinti organizmo ar junginio dominavima adhezijoje.
Dar sudétingiau adhezijos efektyvuma ivertinti in situ salygomis.

Misy tyrimuose nuo jvairiy sudétingy polimeriniy medziagy, kurios kaip pramonés
imoniy, zemés tkio arba komunalinés atliekos dazniausiai kaupiasi aplinkoje, buvo
iSskirtos skirtingos mikromicety raSys. Buvo analizuojamas mikromicety/substrato
adhezijos efektyvumas, pavirSiy kolonizavimo lygis (Lugauskas, Kalédiené, Peciulyte,
1995). Mikromicety prady ir substrato sukibimo galia tiesiogiai priklausé nuo pavirSiaus
aktyvaus vandens (a,) kiekio, kultiiry amziaus, morfologiniy savybiy. Nuo sunkiai
degraduojamy medziagy, tokiy kaip polietilenas, tetrafluoretilenas, epoksidinés ir
formaldehidinés dervos, polivinilchloridas ir kt., dazniausiai buvo iSskiriamos
mikromicety rasys, atsparios nepalankioms aplinkos salygoms, kuriy dauguma priklausé
Dematiaceae Seimai.

Tiriant mikromicety adhezijos efektyvuma ant kai kuriy polimeriniy medziagy,
pavyzdziui, ant polivinilchloridinés plévelés, buvo jvertintas skirtingy mikromicety raisiy
gebéjimas kolonizuoti polivinilchloridiniy (PVC) medziagy pavirSius (1 lentelé).

GreiCiausiai ant tiriamyjy pavirSiy adhezavo pigmenta melaning turintys Aspergillus
niger ir Cladosporium herbarum rasiy mikromicetai. Siy organizmy prisitvirtinusiy
konidijy kiekis buvo didziausias, kity riSiy sukibusiy su pavirSiumi konidijy kiekiai buvo
mazesni ir atitinkamai sudaré: Fusarium moniliforme - 20-25%, Ulocladium oudemansii -

30-31%, Trichoderma viride - 33% .



1 lentelé. Mikromicety konidiju kiekis (%) sukibgs su PVC pavirsiais

Mikromicety rasis Konidijy dydis, Sukibusiy konidijy kiekis,
%

um plévelé Elastiné juosta
Alternaria alternata 20-70 x 9-30 43.6+12.8 55.6+14.2
Aspergillus niger 4-5 80.4+9.2 85.6+13.2
Cladosporium herbarum 3-7 78.5£11.2 81.3+10.2
Fusarium moniliforme 20-70 x 2.0-4.5 20.2+6.2 25.4+8.1
Penicillium verruculosum 2.8-3.5 45.3+8.6 48.3+5.3
Microascus brevicaulis 5.8-5.7 60.7+19.4 74.8+£13.6
Trichoderma viride 3.6-4.5 33.2+6.7 30.4+7.1
Ulocladium oudemansii 18-34x9-17 39.548.9 31.4+7.9

Reikia pastebéti, kad kopiotrofams tarpusavyje konkuruojant dél mitybinio
substrato, adhezijos laikas yra labai svarbus veiksnys. Aplinka, kurioje triiksta substrato,
tampa ekstremalia daugeliui mikroorganizmy, pirmiausia kopiotrofams. Galimybé
isisavinti ne visada augimui tinkamas medZziagas siejasi su jvairiais procesais, kurie
pradzioje priklauso nuo adhezijos stiprumo. Atsizvelgiant | mikroorganizmy ir kiety
pavirsiy sukibimo galia, ja galima taikyti kaip mikroorganizmy — destruktoriy atrankos
kriterijy i$ vienos pusés, ir kaip medziagy atsparumo mikroorganizmams rodiklj, i$ kitos
pusés. Rezultatai parodé, kad, priklausomai nuo risies, skyrési ir konidijy adhezijos
laikas. Vieny rasiy, pavyzdziui, P.verruculosum, konidiju adhezijos laikas ant tirty
polimeriniy substraty buvo trumpas, iki 10 min, kity — 4. alternata net iki 80 min.

Mikroorganizmy poveikis medziagoms priklauso nuo ju sistematinés priklausomybés,
prady skaiciaus, gebéjimo sintetinti jvairius fermentus, skirti i aplinka organines riigstis ir
kitus metabolitus. Zinoma beveik 400 mikroorganizmy fermenty, dalyvaujanéiy jvairiy
medziagy katabolizmo procesuose. (Barclay et al., 1998; Tiinde, Tien, 2000; Ellis et al.,
2001). Ju itakoje keiciasi medziagy fizikinés-cheminés savybés. Koreliaciniais rysiais
apibréztas mikroorganizmy gebéjimas vystitis ant  jvairiy medziagy ir pastaryju
destrukcijos.

Tarp daugiau nei 50 istirty mikromicety riiSiy, oligotrofinés Dematiaceae $eimos
rusys daugiausia jtakojo tirty polimeriniy medziagy fizikinius - mechaninius poky¢ius (2

paveikslas).
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2 pav. Mikromicety jtaka poliuretano fizikiniy-mechaniniy savybiy poky¢iams

Koreliacija tarp mikromicety augimo ant poliuretanos ir jo destrukcijos tyrimy metu
sieké 0.93. Mikromicetais uzkrésty medziagy IR spektrai, jau po 30 pary patvirtino
biogening medziagy destrukcijos kilme ( Lugauskas, Kalédiené, Peciulyte, 1995).

Sudétingy medziagy atsparuma mikroorganizmams mazino aplinkos veiksniai ir
{vairiis struktiiriniai priedai: pigmentai, plastifikatoriai, minkstikliai, stabilizatoriai, dazai,
gamtiniy junginiy priedai (Lugauskas, Kalédiené, 1996). Homogeniniai didelés
molekulinés masés junginiai, kitaip nei mazos molekulinés masés, buvo atsparesni
mikroorganizmy poveikiui.

Planuojant bioremediacijos strategijas jvairlis mikroorganizmai, ypatingai melanino
turin¢iy mikroorganizmy grupé, dél savo iSskirtinio atsparumo nepalankiems aplinkos
veiksniams, gali biiti sékmingai naudojama ksenobiotiky utilizacijai i§ grunto.

Odos apdirbimo ir gamybos pramoné —stipriai aplinka terSianti pramonés Saka. Kartu
su jprastais terSalais { aplinkg patenka tam tikry cheminiy medziagy (pesticidy, pavirSiaus
aktyviy medziagy, organiniy tirpikliy ir kt.). Chrominés drozlés ir chrominés odos
atraiZos Siuo metu neturi plataus pritaikymo ir dazniausiai yra i§vezamos i savartyna.

Tiriant odos apdirbimo pramonés atliekas, Siauliy ,,Elnio* (dabartinis “TDL ODA” )
ir Kédainiy ,,Guoto* (“Natarali oda”) fabrikuose, buvo isskirta apie 300 mikroorganizmy
kultiiry, kuriy dauguma (apie 200) sudaré mikromicetai (Kalédiené, 1996). Dauguma
mikromicety, iSskirty i§ atlieky, sudaré Penicillium genties atstovai (iki 35% ), 34%
sudaré Dematiaceae 1usys, 31% kitos gentys. Nors Penicillium gentis labai gausi gamtoje,

ji neatspindi substrato specifiskumo. 1§ 190 tirty mikromicety, dauguma pasizyméjo



proteolitiniu aktyvumu, taciau vos 10% nustatytas lipazinis aktyvumas. Didesné¢ dalis
bakterijy buvo lipolitiskai aktyvios.

23 mikromicety kultiiros buvo i$skirtos i§ Sarminiy atlieky (pH 11-13), kuriose buvo
Na,Cry(SO,);. Laboratorinémis salygomis mikromicety augimas terpése su 0.5 - 1.1% Cr
prilygo kontrolei arba buvo didesnis. Terpése su 3% ir 5% Cr mikromicety augimas
atitinkamai sieké  50-80% ir 13-44%. Atspariausios Cr buvo T harzianum, P.
sclerotiorum, P. simplicissimum ir P. decumbens ruSys. Naudojant sausa P. decumbens
rusies mikromicety biomasg, kaip sorbenta metaly suriS§imui i§ terpés, P. decumbens
akumuliavo nuo 12.5% iki 37.5% Cr absoliuéiai sausos biomasés vienetui (palyginus su
5.5% - 15.4% drégnoje biomaséje).

Tiriant riebaliniy atlieky degradacija lauko salygomis, atliekos buvo kompostuojamos

su aukstapelkiy durpémis, lengvu durpiy ir dirvozemio substratu, Siaudais (viso 10
skirtingy komposty). Mikroorganizmy {vairové keitési brgstant kompostams.
Kompostuose su Siaudais ir lengvu durpiy substratu vyravo mikromicetai, riebaliniy
atlieky ir sunkaus grunto kompostuose didéjo bakteriju skaiCius ir intensyviai vyko
puvimo procesai. Tyrimy metu buvo sudaryti keli mikroorganizmy kompleksai, kurie
buvo pritaikyti utilizuojant Panevézio mésos perdirbimo imongje sukauptas organines

atliekas (Lugauskas ir kt., 1993).

2. Naftos angliavandeniliy mikrobiologinés utilizacijos laboratoriniai tyrimai

Nafta yra kompleksiSkiausias angliavandeniliy Saltinis. Tai yra sudétingas
alifatiniy, alicikliniy, aromatiniy angliavandeniliy ir dervy kompleksas. Esant misriam
substratui, sunkiau jvertinti junginiy atsparuma biodegradacijai. Naftos produkty cheminé
sudétis ir aplinkos salygos itakoja biodegradacijos intensyvuma. Biodegradacija gali vykti
0-70°C temperatiirose. Vanduo yra biitinas biodegradacijai, bet minimaliam procesui jo
uztenka 0.1% (Roffey, 1989; Loser et al., 1999). Angliavandeniliy biodegradacijos greiti
riboja Zemesné temperatiira. Vidutinio klimato salygomis nattrali naftos produkty
degradacija vyksta létai. Didesnése temperatiirose stebimas konkre¢iy angliavandeniliy
toksisko poveikio bakterijoms didéjimas, kuris gali selektyviai inhibuoti miSrias

mikroorganizmy kultiiras. Tai lemia populiacijos dydzio ir riiSinés sudéties pokycius.



Skirtingas angliavandeniliy biodegradabilumas lemia tai, kad skaldymo metu jvairtis
komponentai bus skaldomi skirtingu greiciu. Vienu atveju, angliavandeniliy miSinyje gali
biti skaldomi lengviausiai degraduojami komponentai, kitu atveju, substratas gali buti
skaldomas tik kometabolinés oksidacijos btdu. Netolygus keliy mikroorganizmy
vystimasis terpéje, be kita ko, aiSkinamas jy buvimu viename mitybos lygmenyje
(Koronelli, Nesterova 1990).

Sugebéjimas naudoti naftos angliavandenilius kaip energijos ir anglies Saltinius
budingas ne kokiom nors siaurai specializuotoms formoms, o daugelio mikroorganizmy
grupiy atstovams (Korda et al., 1997). [ angliavandenilius oksiduojancius
mikroorganizmus verta zitréti kaip | svarbia, anglies apykaitos cikle dalyvaujanciy,
organizmy grupg. Yra zinoma vir§ 70 mikroorganizmy genciy, kuriy atstovai skaldo
angliavandenilius (Prince, 2005). Joks angliavandenilius skaldan¢iy mikroorganizmy
risiy sarasSas negali biiti pilnas ir galutinis, kadangi dél naujy metabolizmo keliy
formavimosi ir fermentinio specifiSkumo pokycCiy iSsivysto nauji biodegradaciniu
pozitriu vertingi mikroorganizmy kamienai. Mikroorganizmy sporos, ramybés struktiiros,
didesné katabolizmo keliy jvairové lemia didesni atsparuma nepalankioms aplinkos
salygoms, geresnes adaptacines savybes.

Tarp tirty mikromicety buvo identifikuota nemazai degraduojanciy naftos produktus
risiy. Naftos produktais uZterStame degaliniy grunte vyravo Penicillium, Aspergillus,
Gliomastix, Cladosporium, Alternaria, Botrytis, Fusarium, Mucor genCiy rasys

(Lugauskas ir kt., 1997; Kalédiené, 1999; Kalédiené, 2003)

Bioaugmentacijos jtaka grunto bioremediacijai

Sprendziant aplinkos tarSos nafta ir naftos produktais ir grunto bioremediacijos
problemas, vienas svarbiausiy klausimy yra mikroorganizmy geb¢jimas isisavinti naftos
angliavandenilius kaip vieninteli mitybos ir energijos Saltinj. Laboratorinémis salygomis
tirtas 33 mikromicety rusiy, dominavusiy uZterStame naftos baziy grunte, geb&jimas augti
ant naftos angliavandeniliy kaip vienintelio anglies ir energijos $altinio (2 lentelé) .

Lietuvos didziuju miesty naftos baziy teritoriju grunte tarp iSskirty ir identifikuoty
mikromicety rasiy vyravo Penicillium genties rusys: P. decumbens, P. expansum P.

verrucosum, P. lanosum, P. glabrum (=P. frequentans), P. citrinum, P. paxilli ir kt. (=
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24% visy iSskirty rusiy). Naftos baziy ir Salia esanciy teritorijy grunto pavyzdziuose buvo

aptikta daug tamsiai pigmentuoty Dematiaceae $eimos mikromicety rasiy, kurios, kaip

zinoma, dominuoja nepalankiose aplinkos salygose (Kalédiené, 1996; 1999)

Mazos molekulinés masés alkanai dazniausiai néra mikroorganizmy panaudojami

augimui, kadangi sugeba istirpti lasteliy membranose arba su membrana asocijuoty

baltymy struktiirose, ypa¢ ty membrany, kurios susij¢ su $iy substraty transportu ir

oksidacija (Einsele, 1983). Todé¢l alkanai dazniausiai toksiSkai veikia mikroorganizmy

lasteles. IS aplinkos tokie n-alkanai greitai iSgaruoja, todél Salinimas i§ grunto, i$ dalies,

netenka didesnés prasmés.

2 lentelé. Mikromicety biomasés kiekis (mg/ml) skystoje Capeko terpéje be sacharozés su
0,5% naftos angliavandeniliy, kaip vieninteliais anglies Saltiniais.

Risys
Capeko terpé | Penicillium Penicillium Penicillium Gliomastix Trichoderma
su angliavan- | glabrum citrinum canescens murorum var| harzianum
deniliu murorum*
heptanas 1,1740,62 29,5042,94 8,50+1,78 2,67+0,85 3,00£0,41
C7Hie
tetradekanas 12,50+1,47 39,00+5,49 15,83£1,93 6,8310,24 0,85+0,20
Ci4Hzo
heksadekanas | 100,17+£10,74 | 25,33+2,25 13,67+2,25 2,50%0,50 0,65+0,14
CieHzq
dokozanas 108,00£12,50 | 65,00+6,68 114,17+£17,56 | 12,38+1,34 10,50+0,43
CooHas
dokozanas i 51,67+4,99 111,17£7,00 | 72,63%5,99 0,50£0,05 11,00£0,82
tetradekanas
CpHyetCi4Hs3o
toluenas 1,3340,47 15,00£2,86 10,6740,47 2,50£0,,50 1,5040,41
CH;3CgHs
ksilenas 5,6740,62 7,50+0,71 5,1740,62 0,67£0,24 0,30£0,14
(CH3),CsHy
benzenas 7,17+0,82 0,55+0,07 2,50+0,41 7,33£0,62 4,00+0,82
CeHg
difenilmetanas | 14,17+0,85 10,75+ 0,75 12,17+ 1,25 6,50+ 1,22 1,17+ 0,62
(C6H4)oCH,
dizelinis kuras | 4,80+0,92 2,50+0,82 5,2540,25 2,50+0,50 0,83+0,47
I Kontroleé 14,70+1,70 14,83+1,55 10,6740,85 12,3340,94 4,3310,85
Capeko terpé be
sacharozés
II Kontrolé 210,00+£10,35 | 195,67£16,56 | 129,83+11,03 | 136,33£10,22 | 196,17+9,46
Capeko terpé su
sacharoze

Gliomastix murorum var. murorum* (= Acremonium murorum)
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Heptanas, toluenas, ksilenas slopino beveik visy tirty mikromicety augima,
iskyrus P. citrinum, kurio biomasés kiekis, lyginant su kiekiu ant Capeko terpés be
sacharozés, buvo didesnis daugiau kaip 2 kartus. Terpése su tetradekanu, heksadekanu,
dokozanu, dokozano ir tetradekano miSiniu Penicillium genties mikromicety biomasés
kiekiai, lyginant su kontrole, didéjo nuo 0,8 iki 10 karty.

Maziausiu toksiSkumu pasizymi tiek n-alkanai, tiek aromatiniai junginiai, turintys
nuo Cyy iki C,, anglies atomy grandingje (Morgan, Watkinson, 1989). Jie greiciausiai
sunaudojami mikroorganizmy. Silpnas toksiSkumas biidingas angliavandeniliams, kuriy
grandingje yra daugiau nei C,, anglies atomy. Toki toksiSkuma gali salygoti ribotas
angliavandeniliy tirpumas vandenyje ar kietas baivis, netinkamas aktyviai
biotransformacijai. Cikliniai alkanai, kuriy naftoje yra apie 30% - 60%, yra labai atspariis
mikroorganizmy poveikiui. Kai kuriy autoriy nuomone (Laborda et al., 1997), cikloalkany
biodegradacijoje turi dalyvauti dvi ar daugiau mikroorganizmy riiSys (sinergetiné
kooperacija).

Mikroorganizmai, utilizuojantys naftos angliavandenilius, gamtoje aptinkami
beveik visuose dirvozemiy tipuose. Taciau naftos angliavandenilius skaidanciy
mikroorganizmy buvimas dirvoje dar negarantuoja naftos terSaly degradacijos. Todél
labai svarbu atrinkti tuos nafta oksiduojancius mikroorganizmy kamienus, kurie gebéty
naudoti naftos angliavandenilius kaip mitybos medziagas (Lugauskas ir kt., 1993;
Kalédiené, 2003).

Tiriant atrinkty mikromicety riiSiy itaka mazuto degradacijai grunte, kaip ir reikéjo

tikétis, aktyviausiai buvo skaldomos lengvosios mazuto frakcijos (3 lentelé).

3 lentelé. Mazuto frakcijy degradacija grunte su iterptu mikromicety Penicillium
canescens, P.glabrum ir P.citrinum kompleksu

Frakcijos Svoris grunte, g/g Degradacijos lygis, %
neinokuliuotas inokuliuotas skirtumas
gruntas gruntas
Bendras svoris 0,0986 0,0989
Parafinai 0,0095 0,0083 -0,0012 12,63
Aromatiniai 0,0589 0,0531 -0,0058 9,85
junginiai
Dervos 0,0303 0,0375 +0,0072




Taciau, kaip parodé tyrimai, bendras dervy kiekis linkgs didéti ir gali sudaryti vir§ 50%
pradinio frakciju kiekio (Kalédiené, 2003). Greiciausiai, dervy kaupimosi priezastys
susij¢ su polimerizacijos reakcijomis, kuriy metu oksiduotos sunkiosios frakcijos gali
jungtis su humuso ir kitomis dirvoZzemio dalelémis. Sunkiyjy frakciju kaupimasis
dirvoZzemyje patvirtintas ir kai kuriy autoriy darbuose (Bossert, Bartha, 1984, Késtner ,
2000).

Dirvozemio éminiuose bendras mazuto degradacijos lygis varijavo priklausomai nuo

inokuliato rasies ir sieké 6-24% (4 lentel¢) (Kalédiené, Giedraityte, 2000; 2003).

4 lentelé. Mazuto degradacija dirvozemyje su skirtingomis mikromicety risimis

Mazuto kiekis | Degraduoto mazuto | Degradacijos lygis,

Rasis grunte, kiekis %
gkg g/kg

Kontrolé 40,49
Penicillium canescens 35,84 4,65 11.49
P. glabrum 34,36 6,13 15.14
P.citrinum 37,91 2,58 6.37
Trichoderma harzianum 35.01 5,48 13.54
P.glabrum+ 30,91 9,58 23.66
P.canesces+ P.citrinum

Tyrimy duomenys parodé, kad $variy dirvozemiy heterogeninéje mikrobiotoje yra
natiiraliai susiformavusios angliavandeniliy destruktoriy populiacijos. Naftai patekus i
dirva selektyviai pagauséja mikroorganizmu grupés bendrija, geriau prisitaikanti ir
utilizuojanti nauja substrata. Terpése su jvairiais angliavandeniliais Zymiai geriau augo
mikromicetai, i$skirti i§ nafta ir naftos produktais uZzterStos aplinkos, nei vietinés,
neuzterStos aplinkos rasys, T.harzianum ir G. murorum var. murorum. Tiriant atskirus
mikroorganizmy kamienus, naudojancius naftos angliavandenilius, reikia atsizvelgti {
fakta, kad Siy kulttiry i§skyrimas i$ dirvos siejasi su degradacinio potencialo mazéjimu,
ilgesniu vystimosi periodu. Daznai mikroorganizmy degradacinés savybés priklauso nuo
ju augimo misriose kulttirose.

Heterogeniskoje, substrato ir mikroorganizmy prasme, aplinkoje sunku ivertinti
kiekvieno mikroorganizmo itaka atskiry junginiy degradacijai. Neretai, procesy metu

netinkamo mikroorganizmy augimui substrato struktiira oksiduojama iki paprastesniy,



lengviau jsisavinamy formy, panaudojant mikroorganizmui j{prastus junginius —
kosubstratus.

Nezitrint didelio mikroorganizmy potencialo palankiomis salygomis ardyti ivairius
organinius junginius, nei viena atskirai paimta riiSis negali skaldyti visy naftoje esanciy
komponenty. Dabar zinomi mikroorganizmai galintys ardyti viena, arba, geriausiu atveju,
kelis naftos ar jos produkty komponentus. Todél efektyviai grunto bioremediacijai
reikalingas kompleksas skirtingy mikroorganizmy, kuriy kiekvienas metabolizuoty viena
arba kita jungini. Siuo metu geriau istirtos bakterijos, pirmiausia, dél ju greitesnio
augimo, didesnio skaiciaus joms taikomy molekuliniy tyrimo metody, gebéjimo ardyti
chloro junginius. Taciau daugelis junginiy lengvai metabolizuojami in vitro, daznai
sunkiai skaldomi uZzterStoje aplinkoje. Heterogeniska aplinka keicia mikroorganizmy
augimo ir mitybos charakteristikas.

Laboratoriniy tyrimy metu buvo istirta vir§ 150 mazutu uZterSto grunto éminiy,
paimty jvairiu mety laiku i§ grunto valymo aikstelés Kiskénuose (Klaipédos raj.),
kuriuose buvo tirta mikroorganizmy itaka mazuto degradacijai, ivertinant aktyviausius
Stamus. Tyrimai parodé, kad bendras tersaly kiekis pastebimai mazéjo per pirmuosius 2-4
ménesius (3 paveikslas). Po 6 ménesiy mazuto kiekiai mazai skyrési nuo rezultaty gauty
po 4 tyrimo ménesiy (Kalédiené et al., 2005). Rezultatai parodé, kad mikroorganizmy
kulttras iterpus | naftos produktais uzterSta grunta, vidutinio klimato salygomis ju
aktyvumas islieka apie tris ménesius. Todél terSaly Salinimas naudojant bioaugmentacija

yra prasmingas vélyvo pavasario-vasaros ménesiais.

Bakterijy miSinys
Gryby misinys

A.calcoaceticus

Alcaligenes sp.

Hpo 6 mén.
P.syringae Epo 4 mén.
M. brevicaulis Hpo 2 meén.
M. hiemalis
Kontrolé
0 10 20 30 40 50 glkg

3 pav. Mazuto kiekio (g/kg) mazéjimas grunte per 6 ménesius, grunte su iterptomis
grynomis mikroorganizmy kultiiromis arba jy kompleksais.



Dideli mazuto kiekiai létina biodegradacijos procesus. Lietuvoje didziausios leistinos
naftos produkty terSaly koncentracijos ivairiy tipy grunte nevirSija 50mg/kg sauso grunto
(Lietuvos higienos norma, 2004). Grunta valan¢iose jmonése sukauptame grunte naftos
produkty kiekiai Simtus ir tikstancius karty virSija leistinas normas. Todél, tokio grunto
bioremediacija ir grazinimas | Svarig aplinka reikalauja ypatingai efektyviy metody.
Remiantis musy tyrimy duomenimis, mazutu uZterStuose grunto pavyzdziuose, naudojant
atrinkty mikroorganizmy kultiiras, galima tikétis, kad iki 45% - 60% alkany, 37% - 80%
aromatiniy junginiy ir 46%- 50% asfalteny frakciju biity galima paSalinti i§ grunto per

pirmuosius sanacijos ménesius (4, 5 paveikslai).

dervos . -
B dirva/bakterijos
asfaltenai Ekontrolé (T)
aromatiniai
alkanai
bendras MK
0 10 20 30 40 50 g/kg

4 pav. [terpto bakterijy komplekso itaka atskiry mazuto frakcijy kaitai stipriai mazutu
uzterStame grunte, po 6 tyrimo ménesiy. Bendras mazuto kiekis (MK) kontroliniuose
bandiniuose (I) - 46.44 g/kg grunto.

dervos ] =
W dirva/bakterijos
asfaltenai Ekontrolé 1T
aromatiniai
alkanai
bendras MK
0o s 10 15 20 25 30 ke

5 pav. [terpto bakteriju komplekso jtaka atskiry mazuto frakcijy kaitai stipriai mazutu
uzterStame grunte, po 6 tyrimo ménesiy. Bendras mazuto kiekis (MK) kontroliniuose
bandiniuose (II) — 25,18 g/kg grunto.



Grunto pavyzdziuose, surinktuose i§ Kiskény valymo aikstelés (Klaipédos raj.),
mazuto kiekis svyravo nuo 25 g/kg iki 47g/kg. Jie buvo papildyti bakterijy ir mikromicety
kompleksais. Tyrimai parodé, kad maziau uzterStame grunte (iki 25 g/kg) su iterptais
mikroorganizmais biodegradacijos procesas vyko beveik 1.6 karto aktyviau nei daugiau
(47 g/kg) uzterStame grunte. Taciau bendras dervy kiekis daugelyje grunto éminiy
didédavo ir sudarydavo apie 50% pradinio frakcijos kiekio (Kalédiené et al., 2005).
Atrodo, kad dervy kaupimosi priezastys gali biiti susije su polimerizacijos reakcijomis,
kuriy metu oksiduotos sunkiosios frakcijos gali jungtis su dirvozemio humuso dalelémis.
Sunkiyjy frakcijy kaupimasis aplinkoje patvirtintas ir kai kuriy autoriy, kuriy nuomone ju
didéjimas susijgs su kondensacijos reakcijomis, kuriy metu jvairios angliavandeniliy
frakcijos transformuojamos i asfaltenus (Bossert, Bartha, 1984, Andersen, Birdi, 1991;
Kistner et al., 1999).

Sunku vienareikSmiskai vertinti introdukuoty gryny ir misriy mikroorganizmy kultiiry
itaka naftos angliavandeniliy biodegradacijai. Ex-situ salygomis, kompostuojant uztersSta
grunta, efektyvesnés laboratorijose iStirtos ir pagausintos grynos mikroorganizmy
kulttros (Philp et al., 1995; Robinson et al., 1998; Sharma et al., 1997; Kalédiene, 2003;
Kalédiené, Giedraityté, 2000; 2003), in-situ — mikroorganizmy kompleksai (Cunningham,
Philp., 2000; Semprini et al., 2007).

IS naftos produktais uzter§to grunto mes iSskyréme Acinetobacter ir Pseudomonas
genciy bakterijy kultiiras, kurios buvo pagausintos ir pakartotinai introdukuotos | mazutu
usterdta grunta. Sios abi kultiiros taip pat pasirodé perspektyvios mazuto utilizacijai
grunte (Kalédiené, 2003; Kalédiené, Giedraityte, 2003).

Kai kuriy autoriy nuomone, jeigu aplinkoje néra augimui tinkamo substrato, o
temperatiira zemesné uz optimalia, sumazéja genCiy, tokiy kaip Pseudomonas,
Acinetobacter bakterijy skaicius, bet lieka nepakitgs Rhodococcus ir Arthrobacter genciy
bakterijy skaicius (Koronelli, 1996). Taciau, tarp introdukuojamy mikroorganizmy rtsiy,
dazniausiai minimi  Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter, Alcaligenes,
Rhodococcus, Arthrobacter bakteriju genciy atstovai ir mikromicetai, priklausantys
Trichoderma, Cunninghamella, Candida, Penicillium gentims (Atlas, Bartha, 1998;
Richard, Vogel, 1999; Gallego et al., 2001; D‘Annibale et al., 2006). Nemaza dalis
publikacijy nurodo, kad Sie mikroorganizmai yra aktyvis tik Silto klimato salygomis ir

naudodami lengvesnes naftos angliavandeniliy frakcijas.
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Mausy iSskirti kamienai efektyviai degradavo mazuta ir vidutinio klimato salygomis.
Mazutu uzterStame grunte mikroorganizmy jvairové, aktyvumas, adaptacinés savybés ir
bioremediacijos eiga jtakojami zymiai grieZtesniy aplinkos salygu. Taigi, Siame kontekste,
miusy iSskirti mikroorganizmai gali biiti labai sékmingiau naudojami mazutu uZzters$to

grunto bioremediacijai vidutinio klimato salygomis.

Biostimuliacijos jtaka grunto bioremediacijai

Mikroorganizmy vystimasis nafta ir jos produktais uzterStoje aplinkoje yra ribojamas
eilés veiksniy: terSalo struktiiros, terSalo koncentracijos, temperatiiros, biogeniniy
elementy stygiaus (pirmiausia, azoto ir fosforo), sumazéjusio deguonies kiekio,
padidéjusio dirvos riigS§tingumo. Vandens aplinkai svarbesni pirmieji du veiksniai,
dirvozemiui — visi paminéti. Egzistuoja daugybé rekomendacijy, kaip pagerinti naftos
angliavandeniliais uzter§to grunto bioremediacija. Viena veiksmingesniy sitilomy
bioremediacijos priemoniy — vietiniy, autochtoniniy mikroorganizmy biostimuliacija,
kurios metu gerinamos mitybos salygos, aktyvuojama ju veikla (Devinny, Chang, 2000;
Seklemova et al., 2001; Atagana, 2006).

Miisy tyrimuose ivairios traSos (Slapalas, amofosas, K ir Na nitratai, fosfatai)
stimuliavo mikromicety degradacinj aktyvuma, taciau traSos nerodé¢ didesnio poveikio
lygiagreciai tiriamiems bakterijy kompleksams. Naudojant kombinuotas trasas, kuriose N,
P, K santykis buvo 12:12:18, mikromicety kompleksas, sudarytas i§ Penicillium ir
Trichoderma genties mikromicety, naftos kiekj dirvoZzemyje sumazino daugiau kaip 60%.

Maziausig itaka mikromicety aktyvumui turéjo K,HPO, (5 lentelé).

5 lentelé. Naftos degradacija grunte su mikromicety P. decumbens, P. glabrum, P.
citrinum ir T. harzianum kompleksu ir jvairiomis traSomis (2,5g/kg dirvos).

Trasos Naftos kiekis pries Naftos kiekis po Utilizuotas naftos
stimuliacija stimuliacijos, kiekis,

g/kg g/kg g/kg, (%)
NaNOs 39,57 21,32 18,25 (46,1)
KNOs 39,57 24,76 14,81  (37,4)
Multi-1 39,57 14,20 25,37  (64,1)
NH,CONH, 39,57 22,88 16,69  (42,2)
KoHPO4 39,57 27,88 11,69 (29.5)
(NHy),HPO4 39,57 24,33 1524 (61,5




Tirdami biostimuliacijos efektyvuma grunto bioremediacijai, mes negavome
vienareik§mio atsakymo apie stimuliuojancia mineraliniy trasy jtaka mikroorganizmy
biodegradacinéms savybéms (Kalédiené, Giedraityté, 2000; Kalédiene, 2003; Kalédiené
ir kt., 2005). Vieny autoriy nuomone, papildomi N ir P kiekiai gali labai efektyviai
padidinti naftos angliavandeniliy skaidymo intensyvuma (Gallego et al., 2001) ir yra
iprasta praktika, didinanti angliavandeniliy biodegradacija (Atlas, Bartha, 1998), kity -
azoto ir fosforo papildai neturi jokios itakos terSaly skaidymo intensyvumui (Seklemova
et al, 2001). Apie sékminga biostimuliacijos efekta dazniausiai raSoma, tiriant
bioremediacijos procesus $ilto klimato salygomis (Mishra et al., 2001).

Mitybos medziagy deficitas priveréia jvairias mikroorganizmy risis naudoti tuos
pacius substratus, bet transformuoti juos i skirtingus junginius. Heterogeniskoje,
mikroorganizmy ir cheminiy junginiy prasme, aplinkoje, mineraliniai papildai gali ir
nejtakoti aktyvesnés terSaly biodegradacijos. Taigi, biostimuliacija priklauso nuo vietinés
mikroorganizmy populiacijos ir aplinkoje esanciy organiniy medziagy. Keiciant aplinkos
salygas, keiCiasi ir vietiniy mikroorganizmy vystimasis. Svarbu, ivertinti indélj atskiry
mikroorganizmy ir ju asociacijy visumoje. Zinios apie maisto medZiagy isisavinima
biitinos planuojant efektyvia bioremediacijos strategija. Reikia pazymeéti, kad finansinés
sanaudos naudojant minéta strategija yra pakankamai didelés.

Bioaugmentacija lyginant su biostimuliacija pastaroji turi keleta privalumy.
Koncentruota atrinkty mikroorganizmy populiacija, jterpta i grunta, gali nedelsiant pradéti
skaidyti terSalus. Stimuliuojant, reikalingas papildomas laikas maisto medziagoms
pasklisti tarp mikroorganizmy. Metodo kasStai yra zenkliai maZesni, nei taikant tiktai
biostimuliacija. Stimuliuojan¢ios medziagos néra specifiskos, todél medziagy paskirstyme
ir isisavinime dalyvauja visi mikrobai, mazindami norima selektyvy poveiki. Taigi,

geriausiy rezultaty galima tikétis bendrai naudojant bioaugmentacijg ir biostimuliacija.

Biopreparaty jtaka uZterSto grunto bioremediacijai (ex-situ tyrimai)

Norint suprasti angliavandenilius oksiduojancias biocenozes, svarbu Zinoti ja sudaranciy

mikroorganizmy ekologines charakteristikas. Angliavandeniliai, biidami redukuoti ir



vandeninéje terp€je mazai tirplis junginiai, keicia juos naudojanciy mikroorganizmy
ekologines charakteristikas (Koronelli, Nesterova, 1990).

Mikroorganizmy kiekis ir rG8iné {vairové grunte priklauso nuo naftos
angliavandeniliy kiekio bei cheminés sudéties. Pavyzdziui, dyzelinu, benzinveziy
garinimo produktais, transmisiniais tepalais uzterStame smélingame dirvozemyje labai
sumazéja mikroorganizmy skaiius (Roffey, 1989). RuSiné jvairové taip pat skiriasi nuo
tos, kuri aptinkama Svariame smélingame dirvozemyje. Nafta uZterStoje aplinkoje didelg
dali vietinés mikroorganizmy populiacijos sudaro nafta oksiduojantys mikroorganizmai.
Vietovése, kur ivyksta atsitiktinés naftos ar jos produkty iSsiliejimo avarijos, vietiné
mikroflora, veikiama dideliy naftos angliavandeniliy kiekiy, dél chemotaksio uzleidzia
vieta Salia egzistuojancioms nafta oksiduojancioms rasims (Korda et al., 1997). Paprastai,
uzterSty viety mikroorganizmy ivairové mazesné nei neuzterSty. Tokiame grunte
dazniausiai dominuoja gamneigiamos bakterijos (Kanaly, Harayama, 2000). Chemotaksis
yra selektyvus privalumas degraduojanCioms bakterijoms uzimti atitinkamas, uzterStas
nisas (Pandey, Jain, 2002).

Iki Siol esminis kamieny atrankos kriterijus yra ju gebéjimas skaldyti terSalus,
nekreipiant démesio i ju proliferacija ir aktyvuma tam tikrame grunte. Taciau kamienai,
atrinkti i§ mazo skaitlingumo populiacijos, turi mazai galimybiy tapti tinkamu inokuliatu,
lyginant su pastoviai erdvés ir laiko prasme sutinkamais mikroorganizmais. Kaip jau
minéta, atskirai, daugelis mikroorganizmy rii$iy nepasizymi didesniu poveikiu naftos
produkty terSalams, kuriuos sékmingai skaldo mikroorganizmy grupés. Tokias grupes gali
sudaryti kelios ar keliolika mikroorganizmy rasiy.

Naftos ir jos produkty cheminés sudéties skirtumai skatina kurti jvairius
biopreparatus, sudarytus i§ aktyviy mikroorganizmy kamieny, kuriuose mikroorganizmy
skaiCius svyruoja nuo dviejy iki keleto mikroorganizmy kamienuy-destruktoriy, kuriy
kiekvienas degraduoja tam tikrus atskirus naftos angliavandenilius, o bendrai, vykdo
efektyvia naftos ir jos produkty degradacija. (Jankevicius ir kt., 2003; Kalédiené ir kt.,
2005; 2007) .

Lauko tyrimai ex-situ buvo atlikti Kiskény grunto valymo aiksteléje. Vidutiné
grunto tarSa naftos produktais pasirinktuose plotuose sudaré : 41g/kg (kontroliné aikstelé
C), 42 g/kg (aikstelé A) ir 35g/kg (aikstelé B).
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Tyrimams buvo naudotas biopreparatas (GVT) i§ liofilizuoty nafta oksiduojanciy
bakterijy (VMSF Nr. 1059, 2001; Jankevicius ir kt., 2003). Papildomai | grunta buvo
iterpiamos mineralinés trasos (0,7g/kg) (6 paveikslas). Bendras angliavandeniliy kiekis
taip pat greiiau mazéjo maziau uzterStame grunte. Kontrolingje aiksteléje (41g/kg) be

biopreparato, naftos produkty biodegradacija vyko létai.

O T T T 1
Birzelis Liepa Rugpjdtis Rugseéjis

| —o—Kontrolé  —e—Aikstele A —m- Aiktelé B

6 pav. Bendro naftos produkty (BNP) kiekio mazéjimas mazutu uZzterStame grunte su
biopreparatu (ex-situ tyrimai)

VGTU mokslininky paskelbtoje publikacijoje (Ignatavicius, Oskinis, 2007) nurodoma,
kad mazuto biodegradacijos metu éminiuose nafta oksiduojanciy mikroorganizmy buvo
daugiausia ir efektyviausias skaidymas — naudojant biopreparata GVT. Mazuto kiekis
éminiuose sumazejo 81,5%-86%.

Masy tyrimai parodé, kad gruntg uzterSus naftos produktais, jau po ménesio ir per
visus 6 tyrimo ménesius, dominuoja gramneigiamos bakterijos, kurios véliau uzleidzia

vieta vietinéms gramteigiamoms bakterijoms (6 lentele)

6 lentelé. Bakterijy skaiciaus kaita, i mazutu uztersta grunta jterpus biopreparata: bendras
bakterijy skaicius - (BB), nafta oksiduojancios bakterijos - (NOB)

Bakterijy skai¢ius (10° KSV/g )

Variantas 2002.05 2002.06 2002.07 2002.08 rugséjis

BB NOB | BB NOB | BB NOB | BB NOB |BB NOB

Kontrole 29 |18 4.7 3.5 7.1 7.0 12.1 10.5 | 6.6 2.4
Aikstele, C

Aikstele, A | 2.7 |25 18.8 18.9 |58.1 60.7 | 22.1 133 19.0 19.2

Aikstele, B | 3.1 | 3.1 249 221 132.8 | 105.7 | 135.7 | 109.9 | 249 |15.7
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Tyrimai parod¢, kad jterpti mikroorganizmai geriau adaptavosi grunte su 35 g/kg mazuto.
Kaip nurodo kai kurie autoriai, i grunta jterpus naftos produktus, naftos angliavandenilius
oksiduojanciy bakterijy skaicius po 2 ménesiy gali pasiekti 100% bendro mikroorganizmy
kiekio (Song, Bartha, 1990). Grunte, kuriame daug lengvyjy angliavandeniliy frakcijy,
dominuoja gramneigiamos bakterijos. Taciau véliau, oksiduoti naftos angliavandeniliai,
iskaitant fenoli, salicilata, fenantreng ir kt., yra metabolizuojami gramteigiamy bakterijy,
demonstruojanciy platesni metaboliniy savybiy spektra (Il'inskii et al. 1998).

Kaip jau buvo minéta, daugelis introdukuoty mikroorganizmy yra aktyvis apie 3
ménesius (Kalediene, Giedraityte, 2003; 2004; Kalédiené ir kt., 2007). Véliau, naftos
produkty destrukcijos greitis mazg€ja, kartu mazéjant ir nafta oksiduojanciy
mikroorganizmy skai¢iui. Mazéjima gali jtakoti sumazéjes terSaly kiekis, aplinkos salygos,
bendras mikrobiologinis fonas, vietiné mikroflora, laipsniskai iSstumianti introdukuotus
mikroorganizmus bei biopreparate esanciy lasteliy iSsiplovimas i§ pavirSiniy grunto
horizonty. Tyrimai rodo, kad organiniuose-mineraliniuose dirvozemiuose mikrobinés
bendrijos atsparesnés, geba grei¢iau daugintis, prisitaikyti prie nepalankiy veiksniy,
lyginant su skurdziy mineraliniy dirvozemiy bendrijomis (Sidorov ir kt., 1998; Girvan et
al., 2005).

Paprastai biologiniai naftos produkty skaidymo metodai taikomi tuomet, kai naftos
angliavandeniliy kiekis yra per mazas, kad juos biity galima pasalinti mechaniniu badu,
bet per didelis, kad dirvozemi arba vandeni, uzterStus naftos produktais, naudoti tikiniams
tikslams. Tokioje uZterStoje dirvoje naftos produktai galéty sudaryti apie 5 % nuo
dirvoZzemio svorio. Dazniausiai taikomi keli naftos angliavandeniliy grunte utilizacijos
metodai: biostimuliacija, bioaugmentacija ir biopreparaty pavidalu i grunta jterpiamos
aktyvios nafta oksiduojancios mikroorganizmy riSys. Egzistuoja daug ivairiausiy
bioremediacijos strategijuy, taciau adaptuoti vietiniai (autochtoniniai) mikroorganizmai

vertinami kaip perspektyviausia ir efektyviausia priemoné.

3. Mikrobiniy metabolity panaudojimo galimybés grunto bioremediacijai

Mikroorganizmy pavirsiaus aktyvios medZiagos

Pagrindiné priezastis, kodél naftos produktai ilgai i§lieka gamtoje kaip terSalai, yra ju
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mazas tirpumas vandenyje. Tokie terSalai kaip trichloretilenas, daugiaziedziai aromatiniai
junginiai, chlorinti bifenilai yra mazai tirpis. Grunto bioremediacijai ex-situ arba in-situ
sitiloma terSalus i$plauti vandeniu arba tirpikliais (Mulligan et al., 2001). Kaip viena i$
priemoniy, rekomenduojama naudoti sintetines arba natiiralias pavirSiaus aktyvias
medziagas (PAM). Pastarasias gali sintetinti mikroorganizmai, augdami ant {vairiy
substraty: angliavandeniy, aliejy, angliavandeniliy ir kity. Mikroorganizmy gebéjimas
iSskirti PAM yra vienas i§ pozymiy, rodantis, kad organizmas gali asimiliuoti ir
angliavandenilius. Mikroorganizmai gali sintetinti PAM ir panaudoti jas substrato
emulsavimui. Mokslininkai nurodo (Mulligan et al., 2001), kad Zinomi du mechanizmai,
kuriy pagalba gerinamas biodegradacijos aktyvumas. Vienu atveju, didinamas substraty
tirpumas, kitu, pagerinama saveika su lastelés pavirSiumi.

Padidéjgs pavirSiaus hidrofobiskumas pagerina kontakta su hidrofobiniu substratu.
Dél lasteliy sienelés struktiros hidrofobiskumo jos gali akumuliuoti didelius naftos
terSaly  kiekius. Terpéje esantys angliavandeniliai paprastai gali padidinti
mikroorganizmy i$skiriamy PAM kieki, dél kuriy padidéja ir paciy angliavandeniliy

soliubilizacija.

7 lentelé. Pavirsiaus aktyviy medziagy (PAM) emulsavimo aktyvumas

Kulttiros Anglies OD OD Kd ODmax
Saltinis (0,5val)|  (1val)
Microccocus Ci4H30 0,86 0,71 0,30 0,95
sp. la* Ci6H34 0,69 0,53 0,32 0,80
CpHuae 0,39 0,26 0,26 0,50
Arthrobacter Ci4H30 1,40 1,18 0,40 1,52
sp.2a Ci¢Hza 1,15 0,95 0,40 1,26
CaHyg 0,66 0,52 0,36 0,75
Micrococcus Ci4H30 0,80 0,60 0,40 0,94
sp. 1d Ci6H34 0,94 0,74 0,40 1,12
CpHae 0,85 0,68 0,34 1,00
Bacillus sp. Ci4H30 0,71 0,56 0,32 0,82
5.1 Ci6H34 0,75 0,51 0,30 0,80
CaHye 0,53 0,39 0,26 0,65
Bacillus sp. Ci14H30 0,80 0,58 0,44 0,98
1.2 CiHss 0,94 0,71 0,40 1,05
CxHae 0,85 0,63 0,40 1,00
Kontrolé SDS 1,64 1,52 0.24 1,72
Triton 1,40 1,28 0,24 1,48
X-100
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Tirdami bakterijy augima terpése su jvairiais naftos angliavandeniliais ir jy geb&jima
skirti 1 aplinka pavirSiaus aktyvias medziagas (7 lentelé) nustatéme, kad tirty
angliavandeniliy biodegradacijos lygis buvo susijgs su susidariusiy emulsiju dispersijos
laipsniu ir skilimo konstanta: kuo didesné biodegradacija, tuo mazesné dispersinés
sistemos skilimo konstanta ir didesnis susidariusios emulsijos dispersijos laipsnis (7

paveikslas) (Giedraityté et al., 2001).
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7 pav. Bakteriju pavirSiaus aktyviy medziagy itaka heksadekano mikroemulsijy
stabilumui: A. - Microccocus sp. la., B. - Arthrobacter sp.2a., C. - Micrococcus
sp. 1d., D. - Bacillus sp. 1.2 palyginus su SDS ir Triton (Tx)-100.

Misy tyrimuose didziausiu degradaciniu potencialu pasizyméjo Microccocus sp. la.
Kaip nurodo kai kurie autoriai, lyginant tarpusavyje ivairiy bakterijuy gebé&jima utilizuoti
naftos produktus, daznai aktyvesni yra kokai, kurie gali “jsiurbti” substrata visu lastelés
pavirSiumi, maziau tam procesui eikvodami energijos ( Maier, Soberon-Chavez, 2000).

Deja, iki $iol mazai itirtas lasteliy kontaktas su hidrofobiniu substraty pavirSiumi.
Mikroorganizmy PAM gali buti panaudoti ir naftos iSgavimui padidinti (Kalédiené,

2004; Liuzinas ir kt., 2005).
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Termofiliniy bakterijy naftaleno metabolizmo tyrimai

Grunto bioremediacija, pagrista fermenty naudojimu, per pastaruosius kelerius
metus tapo patrauklia alternatyva jprastiems grunto bioremediacijos metodams.
Fermenty naudojimas yra paprastesnis biidas nei viso organizmo naudojimas (Atlas,
Bartha, 1992). Daugybé ksenobiotiky gali biiti panaudoti fermentingje bioremediacijoje,
pradedant daugiaziedziais aromatiniais angliavandeniliais ir baigiant pesticidais,
sintetiniais dazais ir medienos konservantais (kreozotu, pentachlorfenoliu). Svarbiausias
klausimas - surasti mikroorganizmus, galinius naudoti viena ar kita terSala ir sutelkti
démes;j i ju fermenty, dalyvaujanciy terSaly skaidyme, nustatyma.

Istoriskai, labiausiai iStirti  bakteriniai fermentai: mono- ir dioksigenazeés,
reduktazés, dehalogenazés, citochromo P450 monooksigenazés, mikromicety lakazés,
lignino ir mangano peroksidazés. Daugéja publikacijuy, kuriose  raSoma apie
mikroorganizmy galimybes utilizuoti daugiaziedzius aromatinius angliavandenilius,
iskaitant tris, keturis ir daugiau ziedy turin¢ius junginius (Cerniglia, 1997; Juhasz, Naidu,
2000; Smith, 1990; Sutherland, 1992). Naftalenas, antracenas, fluorantenas, pirenas ir
chrizenas mikroorganizmy gali biti naudojami kaip vieninteliai anglies ir energijos
Saltiniai. Kai kurie autoriai pazymi, kad ilga laika aplinkoje su daugiaziedziais
aromatiniais angliavandeniliais iSbuvusiy bakterijy augima stimuliuoja naftalenas, taciau
kaip bebiity paradoksalu, slopina gliukozé (Dawn et al., 2006). Mikroorganizmy
kamienai iSnaudoja monooksigenazes ir/arba dioksigenazes, metabolizuodami viena
zieda turinCius aromatinius angliavandenilius (Kolb et al., 1994; Tongpim, Pickard,
1999). Nors iki Siol néra aiskaus patvirtinimo apie mikroorganizmy gebéjima utilizuoti
daugiau nei keturis ziedus turinfius aromatinius angliavandenilius, taciau publikacijy
apie keturis ziedus turin€iy junginiy mikrobing utilizacija skaicius gerokai iSaugo per
pastaruosius 10 mety. Taciau kaip vyksta visy §iy metabolizmo keliy kontrolé
genetiniame lygmenyje, tebéra didelis klausimas.

Aplinkoje esantys Zzmogaus sukurti ksenobiotikai gana gerai utilizuojami
mikroorganizmy, jeigu jy struktiira artima gamtiniams analogams. Aromatiniai junginiai
sudaro dali gyvy organizmy t.y. aromatinés aminoraigstys, fenoliai ar chinonai. Todél
daugybéje mikroorganizmy nustatyti jvairlis aromatiniy junginiy katabolizmo keliai,

kuriuose {vairlis aromatiniai junginiai fermenty pagalba konvertuojami i gamtinius
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tarpinius  junginius:  katecholi ir protokatechuata. Paprastai aromatiniuose
angliavandeniliuose ziedas skeliamas dviem skirtingais keliais: katecholio 1,2-
dioksigenazé katalizuoja intradiolinj ziedo skélima (orfo keliu), arba katecholio 2,3-
dioksigenazé — ekstradiolinj skélima (meta keliu). ki Siol geriausiai iStirta mezofiliniy
organizmy veikla (Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia, Rhodococcus, Acinetobacter,
Candida), skaldant daugiaziedzius aromatinius angliavandenilius
,,Svelniomis salygomis (Smith , 1990; Cerniglia, 1992; Muller et al., 1998; Samanta et
al., 1999; Doddamani, Niunekar, 2000; Mishra, Lal, 2001; Kang et al., 2003). Taciau,
apie termofily metabolizmo kelius ir fermentus, dalyvaujancius aromatiniy junginiy
degradacijoje, ziniy triiksta. AprasSytas termofily augimas ant benzoinés riigsties, fenoliy
(Adams, Ribbons 1988; Mutzel et al., 1996; Bask et al., 1998).

Nezidrint didelio pramonés susidoméjimo temperatiirai atspariais termofily
fermentais, iki Siol buvo iSgrynintas tik fermentas katecholio 2,3- dioksigenazé i$
Bacillus termoleovorans (Milo et al., 1999), B. stearothermophilus (Studholme et al.,
1999) ir protokatechuato 2,3 —dioksigenazé i§ Geobacillus (Cashion et al., 1977).
Nustatyta, kad Bacillus thermoleovorans utilizuoja naftalena ir, kad jo metabolizmo
kelias skiriasi nuo mezofilams iprasto kelio (Annweiler et al., 2000). Iki Siol nebuvo
informacijos apie naftaleno degradacija termofilinése bakterijose.

Misy laboratorijoje i§ geoterminiy naftos greziniy iSskirtos bakterijos, kurios
pakankamai gerai augo ant mineraliniy terpiy su antracenu, protokatecho riig§timi,
benzeno 1,3- dioliu, fenoliu ir benzenu kaip vieninteliais anglies $altiniais. Atskirais
atvejais, terp¢je su gliukoze, kai kuriy bakterijy augimas buvo visiskai inhibuojamas. I8
visy tirty bakteriju Geobacillus sp., nuosaiki termofiliné bakterija, pasizyméjo
didziausia tirty aromatiniy junginiy degradacija (Giedraityté, Kalédiené, 2004).

IStyrus Sios bakterijos nelastelinio ekstrakto fermentinius aktyvumus, nustatytas
indukuojamas protokatechuato 3,4-dioksigenazé aktyvumas (Bubinas et al., 2004).
Tyrimy metu identifikuoti biodegradacijos tarpiniai metabolitai — protokatecho ir ftalio
rugstys. Tokie tarpiniai metabolitai ir fermentai biidingi protokatecho rtgsties orto
skaidymo budui, kuris skiriasi nuo mezofilinése bakterijose zinomo budo. Bakterijos

augimo charakteristikos pateiktos 8 paveiksle.
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8 pav. Geobacillus sp. G27 biomasés koncentracija (®) ir naftaleno biodegradacija
skystoje mineralinéje terpéje su 2.5 mM naftaleno. Punktyriné linija Zymi abioting
naftaleno degradacija ([).

Duju chromatografija — masés spektrometrija nustacius (DC/MS) degradacijos

metabolitus (8 lentelé) buvo patvirtinta, kad bakterijos kamienas Geobacillus sp. G27

naftaleno degradacija vykdo indukuodamas protokatechuato 3,4 —dioksigenazg; nei

protokatechuato 4,5 —dioksigenazés, nei protokatechuato 2,3 —dioksigenazés nustatyti

nepavyko (Bubinas et al., 2008).

8 lentelé. Naftaleno metabolitai nustatyti su DC/MS.

Uzlaikymas Masés ir kriivio santykis (m/z) pagrindiniuose jony
. Junginys
(min) pikuose (%)

11.2 Naftalenas (substratas) 128(M") (100),122(2),102(7)101(2),81(1),
75(3),74(3),64(4),51(8)

14.5 o-Ftalio ragstis 166(M") (2),148(37),104(100),76(85),50(43)

20.3 2-Naftolis 144(M") (100),145(10),116(28),115(62),
89(8),72(2),63(9),57(10)

20.8 1-Naftolis 144(M ") (100),145(11),116(42),115(76),
88(10),74(4),63(10),54(7),52(5)

26.4 Protokatecho ragstis 154(M") (100),138(11),137(10)

109(34),81(12),63(7),55(6),51(9)
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Aptikti tarpiniai metabolitai, tokie kaip o-ftalio ir protokatecho rtigstis, patvirtino,
kad naftaleno skaidymas termofilineje bakterijoje Geobacillus sp. G27 gali vykti orto
skélimo budu.

Fermentas protokatechuato 3,4-dioksigenazé (EC 1. 13. 11. 3), kuri katalizuoja
aromatinio ziedo skélimo reakcija, itraukiant i ja du deguonies atomus, buvo iSgrynintas
24 kartus panaudojus amonio sulfato frakcionavimo ir kolonélés chromatografijos
metodus (DEAE-celiuliozg ir hidroksiapatita). ISgryninto fermento specifinis aktyvumas
sieké 34,2 U/mg baltymo. Gelfiltracijos metodu nustatyta termofilinio fermento
santykiné molekuliné masé buvo 480 kDa. Protokatechuato 3,4-dioksigenazés specifinio
aktyvumo temperatiros ir pH optimumai buvo atitinkamai 60 °C ir 8. Fermentas
netekdavo pusés savo aktyvumo 60 °C temperatiiroje po 40 minuciy. Buvo nustatytos
pagrindinés fermento kinetinés konstantos K, reikSmés: kai substratas buvo
protokatechuatas — 7 uM, kai katecholis — 33 uM (Bubinas, Giedraityté, Kalédiené,
2007).

Tyrimuy metu buvo iSgrynintas Geobacillus sp. G27 kamieno fermentas, katechol
1,2- dioksigenazé. Bakterija auginta mineralinéje drusky terpéje su oksiduotu naftaleno
dariniu a—naftoliu, kuris {sisavinamas B—ketoadipato keliu. Katechol 1,2- dioksigenazé
iSgryninta 18 karty panaudojus amonio sulfato frakcionavima, kolonélés
chromatografijos metodus (DEAE-celiuliozg, Sephadex G-150). ISgryninto fermento
specifinis aktyvumas sieké 7.42 U/mg baltymo. Termofilinio fermento santykiné
molekuliné masé buvo 96kDa. Specifinio aktyvumo temperatiiros ir pH optimumai buvo
atitinkamai 60°C ir 7. Fermentas netekdavo pusés savo aktyvumo 60°C temperatiiroje po
40 minuciy. Pagrindinés fermento kinetinés konstantos K, reikSmé, kai substratas buvo
katecholis — 29 uM (Giedraityje, Kalediene, 2009).

Naftaleno degradacija, kuri buvo aptikta bakterijoje Geobacillus sp. G27, skyrési
nuo iki Siol Zinomos naftaleno degradacijos termofilinése bakterijose. Naftaleno
metabolizmo kelias labiausiai panaSus | Annweiler ir bendraautoriy aprasyta (2000) kelia,
kurj jie aprasé tirdami bakterija B. thermoleovorans. Autoriai nerado katecholio ir
salicilo rugsties, taciau jiems pavyko nustatyti karboksicinamono ir ftalio rligstis.
Remiantis gautais rezultatais mes pateikéme galima naftaleno degradacijos kelia

termofilingje bakterijoje Geobacillus sp. G27 (9 paveikslas).
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Naujy metabolizmo keliy formavimasis, jau esanciy keliy reguliacijos poky¢iai arba
fermenty specifiskumo kitimai lemia naujy, biodegradaciniu poziiiriu vertingy kamieny
atsiradima (Zylstra, Gibson, 1989; Spain, 1997; Kanaly, Harayama, 2000; Ma et al.,
2006). Ir termofily, ir psichrofily mikroorganizmy fermentai daznai pasizymi
nejprastomis savybémis, kurios gali biiti panaudotos kaip galingas katalizatorius Salinant
i§ grunto terSalus. Nors termofily aromatiniy junginiy katabolizmo keliai néra iki galo
iStirti, taCiau pripazistama, kad termofily fermentai yra atsparesni fizinei/cheminei
denatiiracijai lyginant su mezofilais. Termofilinés degradacijos salygos yra pranaSesnés,
kalbant apie greitesnius metabolizmo procesus, didesnj terSaly tirpuma, mazesng klampa.
Aromatinius junginius skaidantys organizmai ir ju fermentai gali biti panaudoti

bioreaktoriuose, jtraukti i diagnostikos sistemas ir biologinius jutiklius.
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PERSPEKTYVOS

Gauti rezultatai leidzia apibrézti tolimesniy tyrimy kryptis ir perspektyvas.
Uzter$to nafta ir naftos produktais grunto ir vandens bioremediacija Lietuvoje yra
prioritetiné aplinkos apsaugos sritis. Todél, remiantis ilgameciais mikroorganizmy
tyrimais, numatoma toliau ieSkoti efektyviy biologiniy priemoniy grunto bioremediacijos
problemoms spresti. Pirmiausia, Sios priemonés turés remtis naujy, aktyviy
mikroorganizmy kamieny paieska, ju savybiy analize. Gauti tyrimy rezultati galéty turéti
platy pritaikyma aplinkos biologiniam valymui.
Numatoma tgsti tyrimus, analizuojant termofiliniy bakterijy metabolizmo ypatumus,
skaidant aromatinius ir daugiaziedzius aromatinius naftos angliavandenilius.
Planuojama nagrinéti kitus termofiliniy mikroorganizmy fermentus (dehidrogenazes,

hidrolazes), kurie gali baiti svarblis maisto pramonei, zemes tkiui, atlieky perdirbimui.
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ISVADOS

Tiriant mikroorganizmy itaka grunto bioremediacijai ir ju ypatumus, utilizuojant

struktiiriskai skirtingus substratus, nustatyta:

1.

mikrobiologinés grunto bioremediacijos efektyvumas priklauso nuo grunte esanciy
mikroorganizmy skaiciaus, juy adaptacijos, funkcionavimo specifiskumo, augimui

tinkamy mitybos medziagy, terSaly struktiiros, bei grunto fizikocheminiy savybiu;

. vidutinio klimato salygomis, tinkamai parinkti ir introdukuoti { naftos produktais

uzterSta grunta mikroorganizmai, iSlieka aktyviis apie tris ménesius, per kuriuos
gali zenkliai sumazinti bendra naftos terSaly kieki;

mikrobiologinis uzterSto grunto valymas yra efektyvesnis, naudojant kompleksines
bioremediacijos priemones. Kiekvieno atskiro bioremediacijos metodo, kaip ir
kiekvienos atskiros mikroorganizmy rasies, jtaka néra pakankama uZzterSto grunto

atktirimui;

Tiriant mikrobiniy metabolity panaudojimo galimybes grunto bioremediacijai,

nustatyta:

1.

terpéje esantys naftos angliavandeniliai didina mikroorganizmy iSskiriamy
pavirSiaus  aktyviy medziagy kieki, nuo kurio tiesiogiai priklauso
angliavandeniliy degradacijos lygis;

nustatytas naujas galimas termofiliniy bakterijy naftaleno orfo skaidymo kelias,
kuris skiriasi nuo iki $iol zinomo termofilinése bakterijose ir gali turéti itakos

platesniam naftos angliavandeniliy utilizavimui grunte.
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GRUNTO BIOREMEDIACIJOS MIKROBIOLOGINIAI TYRIMAI

SANTRAUKA

Bioremediacija suprantama kaip aplinka valanti technologija, kuri tersaly $alinimui
naudoja biologinj potenciala. Apzvalgoje nagring¢jami jvairiy polimeriniy ir nattralios
kilmés junginiy biodegradacijos procesu ypatumai, mikrobiologinés grunto
bioremediacijos efektyvumo priklausomybé nuo jvairiy abiotiniy ir biotiniy veiksniy.
Pateikta analizé apie Zemiausios trofinés grandies-mikroorganizmy asociacijy
formavimasi ir funkcionavima uZterStame grunte, aptariamas bioaugmentacijos,
biostimuliacijos, biopreparaty  efektyvumas naftos produktais uzterSto grunto
bioremediacijai. Aptariamas naujas iStirtas termofiliniy bakterijy naftaleno skaidymo
kelias. Gauty duomeny pagrindu apzvalgoje daromos i§vados, kad mikroorganizmai gali
buti sékmingai naudojami valant stipriai uZterSta gruntag ex-situ salygomis.
Bioremediacijos technologijos suteikia galimybes pagausinti vietines mikroorganizmy
populiacijas, sustiprinti mikroorganizmy veikla, naudojant papildomas maisto

medziagas, stimuliuoti aktyviy metabolity sintezg.

Raktiniai zodziai: bioremediacija, mikroorganizmai, angliavandeniliai, dioksigenazés
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MICROBIOLOGICAL RESEARCH OF SOIL BIOREMEDIATION

SUMMARY

Bioremediation is the application of biological processes for the clean up of
pollutants present in the environment. The scope of the review encompasses the
following subjects: biodegradation of various polymeric and natural origin compounds;
the applications of microorganisms to laboratory scale and field scale soil bioremediation,
with a focus on petroleum hydrocarbons; bioaugmentation and characterization of
microbial communities; the factors affecting soil bioremediation processes including:
availability of microbes, accessibility of contaminants, and a heterogeneous
environment; the use of microbial metabolites, such as surfactants to improve
availability of contaminants. From this review it can be concluded that microorganisms
are an effective ex situ technology that can be used for bioremediation of problematic
soils. Bioremediation technology allows for the convenient manipulation and control of
several environmental parameters that could lead to enhanced and faster treatment of
polluted soils: nutrient source (biostimulation), inocula (bioaugmentation), increased
availability of pollutants by inducing biosurfactant production inside the microorganisms,
etc. Bioremediation also encompasses ex situ methods like enzyme catalyzed pollutant
breakdown. The data on the degradation of naphthalene by thermophilic bacteria via a

novel pathway, through protocatechuate are presented.

Keywords: microorganisms, bioremediation, hydrocarbons, dioxygenases
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