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DARBE NAUDOTOS SANTRUMPQOS

BTEX — aromatiniai angliavandeniliai: benzenas, toluenas, etilbenzenas ir trys ksileno
izomerai;
CLB — lasteliy lizés buferinis tirpalas (angl. cell lysis buffer );

EDTA - etilendiamintetraacto rugstis;

GC-FID - dujy chromatografija — liepsnos jonizacijos detektorius (angl.
gas chromatograph — flame ionization detector);

LJD — liepsnos jonizacinis detektorius;

OToe00 — Optinis tankis, kuris matuojamas esant 600 nm bangos ilgiui;

PGR — polimerazés grandininé reakcija;

PPT — baltymy precipitacijos buferinis tirpalas (angl. protein precipitation buffer );
TAE buferinis tirpalas — tirpalas, sudarytas i§ Tris, acto riig§ties ir EDTA;

TLC — plonasluoksné chromatografija (angl. thin layer chromatography);

Tris — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;

TSA — triptono sojos agaras (angl. tryptone soya agar);

TSB — triptono sojos sultinys (angl. tryptone soya broth);

UV — ultravioletiné spinduliuote.



[VADAS

Viena didziausiy aplinkos problemy yra angliavandeniliy tarSa, kurios dazniausia
priezastis yra jvairios naftos gavybos ir perdirbimo veiklos. Antropogeniné veikla, natiiraliis
nuotékiai ir atsitiktiniai i§siliejimai ypa¢ svarbis aplinkos kokybei. Siy cheminiy medZiagy
poveikis sveikatai yra placiai zinomas (Uzair et al., 2016). UzterStumas naftos
angliavandeniliai yra labai pavojingas tiek sausumos tiek vandens aplinkai, turi jtakos tiek
stuburiniams, tiek bestuburiams gyvinams (Selvam ir Thatheyus, 2018). Dirvozemio
uzterstumas naftos angliavandeniliais Siuvo metu kelia didelj susirGpinima bei mokslininky
susidoméjima, dél jo keliamos grésmés dirvozemio ekosistemai, poZzeminio vandens kokybei
ir Zmoniy sveikatai.

Pastaraisiais metais mokslinés pastangos buvo nukreiptos i perspektyviy naftos
angliavandeniliais uzter§to dirvozemio atkiirimo strategijy kiirimg (Siles ir Garcia-Sanchez,
2018). Ieskoma naujesniy, pigesniy ir saugesniy technologijy, perZengianCiy jprastus
mechaninius ir cheminius metodus, kurie yra ne tik brangis, bet ir ne visada efektyvis.
Bioremediacija — tai dideliu potencialu pasizyminti technologija, kuri mikroorganizmy
pagalba terSalus pavercia i nekenksmingus metabolizmo proceso junginius (Uzair et al.,
2016). Bakterijy gebéjimas degraduoti naftos angliavandenilius buvo placiai iStirtas ir
panaudotas jvairiy uZterSty viety valymui, kurias paveiké skysty angliavandeniliy iSsiliejimai
(Selvam ir Thatheyus, 2018).

Beveik 175 bakterijos, archéjos ir eukariotiniai mikroorganizmai geba skaidyti
angliavandenilius | anglies dioksidg ir vandenj. Nataralioje aplinkoje naftos produkty
skaidyme dalyvauja ne vienos rasies bakterijos, o jvairGs mikroorganizmy konsorciumai
(Selvam ir Thatheyus, 2018).

D¢l bioremediacijos didelio potencialo, ieSkoma vis naujy mikroorganizmy ir jy
konsorciumy, gebanéiy efektyviai degraduoti nafta ar jos produktus. Siekiama atrasti
optimaliausias mikroorganizmy degradacijos salygas bei kaip jas pritaikyti ir panaudoti
natiiralioje aplinkoje. Todél Siame darbe buvo ieSkoma mikroorganizmy pasizyminc¢iy naftos

ar jos produkty degradacija bei siekiama atrasti §io proceso optimaliausias sglygas.

Darbo tikslas
Naftos degradacijos nustatymas atrinktuose mikroorganizmuose ir proceso
optimizavimas.

Darbo uzdaviniai:




I$skirti tikslinius mikroorganizmus ir nustatyti $iy mikroorganizmy filogeneting
priklausomybe.

Modifikuoti ir pritaikyti naftos degradacijos nustatymo metodika.

Nustatyti optimalias naftos ar jos produkty degradacijos salygas.

Ivertinti pavirSiaus aktyviyjy medziagy biosintezés potencialg atrinktuose

mikroorganizmuose.



1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Nafta ir naftos produktai

Nafta, susidariusi i§ organiniy medziagy terminio skilimo metu per milijonus mety,
yra iSgaunama i§ po zemés ir gabenama j naftos perdirbimo gamyklas, kur ji distiliuojama,
norint iSgauti jvairius naftos produktus (Varjani, 2017). Distiliacija — tai sudedamyjy daliy
atskyrimas i§ Skysto misinio, garinimo ir kondensavimo metu. Distiliavimas yra skirtingy
tipy: paprastas distiliavimas, vakuuminis distiliavimas, distiliavimas garais, daugiapakopis
distiliavimas, pirolitinis distiliavimas ir katalitinis distiliavimas (Kinsara ir Demirbas, 2016).

Pagal naftos frakcijy virimo temperatiirg, jos skirstomos j naftos produktus:

e Dujiniai angliavandeniliai (iki 50 °C)

e Benzinas (iki 180 °C)

e Dyzelinis kuras (150205 °C)

e Zibalas (205-260 °C)

e Lengvosios naftos dujos (260-315 °C)

e Sunkiosios naftos dujos (315425 °C)

e Tepaliné alyva (> 400 °C)

e Mazutas (425-600 °C) (Kinsara ir Demirbas, 2016).

1.2 Angliavandeniliy grupés

Nafta yra sudaryta i§ keliy ttkstanciy skirtingy organiniy medziagy. Pagrinde tai
angliavandeniliy miSinys su nedideliu kiekiu tokiy elementy kaip: deguonis, azotas, siera bei
metalai, tokiais kaip nikelis, vanadis ir chromas. (Chandra et al., 2013; Fingas, 2015; Varjani
ir Upasani, 2017). Zaliavinés naftos sudétis yra:

e Anglies: 83-87%

e Vandenilio: 10-14%
e Sieros: 0,05-6%

e Azoto: 0,1-2%

e Deguonies: 0,05-1,5%

Angliavandeniliai gali biti tiesios arba $akotos struktiiros, prisotinti arba neprisotinti
alifatiniai, alicikliniai, aromatiniai ir poliaromatiniai junginiai (Van Hamme et al., 2003;

Varjani ir Upasani, 2017). Angliavandenilius, kaip naftos pagrindines sudedamasias dalis,
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galima suskirstyti j keturias kategorijas: 1) sotieji angliavandeniliai (alkanai, izoalkanai ir
cikloalkanai), 2) aromatiniai angliavandeniliai (mono ir policikliai aromatiniai junginiai), 3)
dervos ir 4) asfaltenai (Fingas, 2015; Varjani, 2017; Grigiskis, 2011; Speight, 2014; Varjani ir
Upasani, 2017).

1.2.1 Sotieji angliavandeniliai

Sotieji angliavandeniliai tai grupé, kurios junginiai sudaryti tik i$ anglies ir vandenilio,
neturi dviguby jungCiy ar aromatiniy savybiy. Jie pilnai ,,prisotinti vandeniliu. Sotieji
angliavandeniliai yra tiesios grandinés, Sakotos arba ciklinés (Fingas, 2015). Pagal cheming
strukttirg jie skirstomi j alkanus (parafinus) (1.2 pav.) ir cikloalkanus (1.1 pav.) (Abbasian et
al., 2015).

0 o

1.1 pav. Cikloalkany grupés monomeras — 1.2 pav. Alkany grupés monomeras — heksanas.
cikloheksanas.

Didesnés molekulinés masés angliavandeniliai, kuriy anglies grandiné yra didesné nei
18 anglies atomy, yra vadinami vaskais (Fingas, 2015). Sotieji angliavandeniliai zaliavinéje

naftoje sudaro didziausig procentg sudedamyjy daliy (Varjani, 2017).

1.2.2 Aromatiniai angliavandeniliai

Aromatiniai angliavandeniliai — tai cikliniai organiniai junginiai, turintys nesociaja
aromating grupe — dazniausiai benzeno Zieda. Aromatiniai angliavandeniliai skirstomi j: 1)
monociklinius aromatinius angliavandenilius, prie jy priskyriami: benzenas (1.3 pav.),
toluenas, etilbenzenas ir trys ksileno izomerai (BTEX) (Costa et al., 2012; Fingas, 2015;
Varjani, 2017), 2) policikliniai aromatiniai angliavandeniliai (PAH) (Chandra et al., 2013;
Varjani, 2017). Siai angliavandeniliy grupei priklauso junginiai susidedantys maZiausiai i§
dviejy benzeno ziedy (Fingas, 2015). Policikliniai aromatiniai angliavandeniliai, kurie
sudaryti 1§ dviejy ar trijy Ziedy, tokie kaip naftalenas (du ziedai), fenantrenas ir antracenas
(trys Ziedai), vadinami mazg molekulinj svorj turiniais arba lengvaisiais policikliniai
aromatiniai angliavandeniliai. PAH, kurie sudaryti i§ keturiy ir daugiau ziedy, tokiy kaip
pirenas ir chrizenas (keturi ziedai), fluorantenas ir benzopirenas (penki ziedai) (1.4 pav.),
vadinami didel¢ molekuling mas¢ turinciais arba sunkiaisiais PAH (Varjani, 2017). Benzenas
ir jo alkilinti dariniai bei policikliniai aromatiniai junginiai ir jy alkilinti dariniai sudaro apie

kelis procentus naftos sudéties (Fingas, 2015).



O

1.3 pav. Monociklinis aromatinis angliavandenilis 1.4 pav. Policiklinis aromatinis junginys —
— benzenas. benzopirenas.
1.2.3 Dervos

Dervy frakcija naftoje susideda i$ poliniy molekuliy turinéiy azoto, sieros, deguonies
bei kai kuriy metaly (Ni, V, Fe). Dervose yra aromatiniy junginiy, turinéiy ilga alkilo
grandine (Varjani, 2017). Si frakcija gerai tirpsta lengvuosiuose alkanuose, tokiuose kaip n-
heptanas ir n-pentanas (Chandra et al., 2013; Varjani, 2017), bet netirpsta skystame propane
(Demirbas ir Taylan, 2016). Dervy H/C santykis yra nuo 1,2 iki 1,7 karty didesnis nei
asfalteny. Dervos yra mazesnés molekulinés masés nei asfaltenai (Demirbas ir Taylan, 2016),
tac¢iau didesnés nei sotieji ir aromatiniai angliavandeniliai (Boukir et al., 2001).

Dervos yra klasifikuojamos j trys pagrindinés grupes: alifatinés dervos, aromatinés
dervos ir diciklopentadienes dervos (DCPD) (Zohuriaan—-Mehr ir Omidian, 2000; Sugihara,
2014). Alifatiniy dervy pagrindg sudaro C5 anglies atomai, prie kuriy prisijunge parafino
junginiai bei jvairus kiekis pilarileno (1,3-pentadieno), izopreno ir jvairiy monoolefiny.
Paveiksle 1.5 pavaizduotas vienas i§ daugelio alifatiniy dervy grupés monomeras — izoprenas.
Aromatiniy dervy pagrinda sudaro C9 anglies atomai. Joje yra didelis kiekis poliindeny, kurie
yra polimerizuoti i§ indeno, vieno i§ pagrindiniy C9 anglies atomy zaliavy. 1.6 paveiksle

pavaizduotas aromatinés dervy grupés monomeras indenas (Sugihara, 2014).

Ao O

1.5 pav. Alifatinés dervy grupés monomeras 1.6 pav. Aromatinés dervy grupés monomeras
izoprenas. indenas.

1.7 pav. Diciklopentadieno dervos grupés
monomeras diciklopentadienas.
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Diciklopentadieno dervoje yra 70-95 % diciklopentadieno Zaliavos, sumaiSytos su
kitais dienais. Palyginti su alifatinémis ir aromatinémis dervomis, DCPD dervos yra labiau
nesociosios. 1.7 paveiksle pavaizduotas diciklopentadieno dervy grupés monomeras

diciklopentadienas.

1.2.4 Asfaltenai

Asfaltenai yra labai sudétingos molekulinés struktiiros naftos angliavandeniliai, savo
sudétyje turintys sieros (0,3-10,3 %), deguonies (0,3-4,8 %), azoto (0,6-3,3 %) ir metalo
elementy, tokiy kaip nikelis, gelezis ir vanadiumas (Tavassoli et al., 2012). Tai didelés
molekulinés masés junginiai, tirpiis aromatiniuose angliavandeniliuose, tokiuose kaip
toluenas, benzenas ir ksilenas, ta¢iau netirpiis jprastuose tirpikliuose, tokiuose kaip pentanas,
heptanas ir dekanas. D¢l termodinaminés pusiausvyros tarp zalios naftos komponenty
asfaltenai natiiraliai suspenduojami zaliavinéje naftoje, taciau dél bet kokio slégio ar sudéties
pokycio, asfaltenai kaupiasi ir nuséda (Iraji ir Ayatollahi, 2019).

Sunkieji angliavandeniliai

A

Sotieji Aromatiniai
I 1 ] 1 ¥ 1
n-Alkanai lzoalkanai Cikloalkanai Naftoaromatiniai Poliaromatiniai
O S O
~JOor, . GO~
2 ;_?/1 .-O.p {
Sunkieji ne arEIiavandeniliai
r a
Dervos
~ N Asfalte?al \
- oo N S
~ ot Qo T 99, MR
";%‘ , o | .
N %

1.8 pav.Angliavandeniliy klasifikacija pagal Brown et al., 2017.
Brown su kolegomis savo darbe (Brown et al., 2017) nurodo dar vieng klasifikacija

(1.8 pav.), kurioje sociuosius angliavandenilius ir aromatinius angliavandenilius priskiria

angliavandeniliams, nes Sie junginiai susideda tik i§ anglies ir vandenilio atomy, o dervas ir



asfaltenus priskiria ne angliavandeniliams, dél jy sudétyje esanéiy papildomy elementy, tokiy

kaip azotas, siera ir deguonis.

1.3 Angliavandeniliy biodegradacija

Bakterijy biodegradacija yra pagrindinis natiiralus mechanizmas, kuriuo pagalba
naftos angliavandeniliy terSalai gali biiti iSvalomi i§ aplinkos (Jadhav et al., 2019). Bakterijos
gebancios degraduoti naftos angliavandenilius yra laikomos aktyviausiais skaidymo
mikroorganizmais. Biodegradacijos proceso greitis priklauso nuo esamy bakterijy, skaidomy
junginiy bei aplinkos salygy (Uzair et al., 2016).

Naftos angliavandeniliy biodegradacijos procesas vyksta dél mikroorganizmy
isskiriamy fermenty, kurie katalizuoja degradacijos reakcijas (Li et al., 2019). Sios bakterijos
angliavandenilius naudoja kaip anglies ir energijos $altinj. Biodegradacijos rezultatas yra CO,
susidarymas (Uzair et al., 2016).

Bakterijy naftos angliavandeniliy skaidymo procesas turi keturias pagrindines dalis.
Pirmiausia nafta ar jos produktai emulguojami pavirSiaus aktyviosiomis medziagomis —
biosurfaktantais, kurias i$skiria mikroorganizmai. Po to emulguoti naftos angliavandeniliai
adsorbuojami mikroorganizmo pavirSiuje. Adsorbuoti lgstelés membranos pavirSiuje naftos
angliavandeniliai patenka j lastelés membrang aktyvaus ar pasyvaus transportavimo metu bei
endocitozés budu. Pateke j lastelés vidy naftos angliavandeniliai reaguoja su atitinkamais
fermentais. Fermentinés reakcijos metu vyksta angliavandeniliy degradacija (Li et al., 2019).

Naftos skilimo keliai skiriasi priklausomai nuo bakterijy gebéjimo degraduoti
angliavandenilius aerobinémis arba anaerobinémis salygomis (Uzair et al., 2016). Bakterijos,
naudodamos skirtingas fermenty sistemas, gali degraduoti naftos angliavandenilius
aerobinémis ir anaerobinémis sglygomis. Aerobinémis sglygomis elektrony akceptorius yra
deguonis, o anaerobinémis sglygomis vietoje deguonies naudojamas sulfatas ir nitritai (Ji et
al., 2013).

1.3.1 Aerobinés degradacijos mechanizmas

Greiciausias bei visiSkas angliavandeniliy suskaidymas vyksta aerobinémis sglygomis.
Bakterijos sociuosius ir aromatinius angliavandenilius skaido skirtingais keliais. Sotieji
angliavandeniliai  oksiduojami keturiais skirtingais oksidacijy keliais (terminaling,

subterminaliné, diterminaliné ir B-oksidacija), aromatiniai angliavandeniliai — oksiduojami

12



skirtingais fermentais iki vieno i§ trijy dihidroksilinty tarpiniy metabolity: katecholio,

protokatechuato arba gentizato (Uzair et al., 2016).

1.3.1.1 Sociyjy angliavandeniliy aerobinés degradacijos mechanizmas

Alkany degradacijos mechanizmas susideda i§ keturiy oksidacijos tipy, kurie
klasifikuojami j: terminaling, subterminaling, diterminaling ir B-oksidacija (Ji et al., 2013).
Terminalinéje oksidacijoje n-alkano katabolizmas prasideda jo oksidacija j atitinkamag pirminj
alkoholj, kuris toliau oksiduojamas alkoholio dehidrogenazémis j atitinkamg aldehida, kuris
oksiduojamas aldehido dehidrogenazémis ir virsta riebaly rugstimi (Ji et al., 2013; Uzair et
al., 2016). Riebaly rugstis toliau jungiasi su CoA ir B-oksidacijos budu susidaro acetilo
kofermentas A (acetil-CoA), kuris patenka | trikarboksirtigs¢iy cikla (Wentzel et al., 2007,
Uzair et al., 2016). Alkany aecrobinés degradacijos mechanizmo schema pateikta 1.9
paveiksle.

CHy — (CHaln—CHp —Chy
n - Alkanas

1) Terminaliné oksidacif> CSubterminaliné oksidacija> 2)

'-..._‘__‘ ?_H
CHy—(CHy)n- CH; CH:OH CHy—{CHy)n—CH—CH,
Pirminis alkohaolis Antrinis alkoholis
CHy = (CH;)n— CH; — CHD CHy—(CHs)n—CH—CH,
Aldehidas Metilketonas
CHy—{CHy)n ~CH, —COOH —:cu,}.-.—o-cu-c
Riebaly rigstis Ao&tllo esteris
;
HOOC~(CHg)n—CH;-COCH CHy—(CH) —GH;D
Dikarboksiragstis P‘Irmlnls alkohﬂlls Acetatas
\ /:Rl,gbalu rigatis

-ﬂ

Acelyl - CoA

Trikarboksirigciy ciklas
1.9 pav. Sutrumpinta alkany aerobinés degradacijos mechanizmo schema. Paveiksle pazymeéti keturi oksidacijos

tipai: 1) terminaliné oksidacija; 2) subterminaliné oksidacija; 3) diterminaliné oksidacija; 4) B-oksidacija (pagal (Uzair et al.,
2016).

Diterminalinés oksidacijos metu n-alkanai, kurie buvo oksiduoti iki atitinkamos
riebiosios riigsties terminalinés oksidacijos metu, galinéje metilo grupéje (o padétyje) patiria
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w-hidroksilinimg ir susidaro w-hidroksi riebaly ragstis, kuri toliau virsta dikarboksiragstimi, ir
patenka j B-oksidacijos procesa (Ji et al., 2013).

Subterminalinéje oksidacijoje alkanai yra paverciami antriniu alkoholiu, dél kurio
susidaro ketonas, Sis procesas vyksta, kai alkanai yra oksiduojami antrinio anglies atomo
padétyje — susidaro antrinis alkoholis (Ji et al., 2013) Antrinis alkoholis paver¢iamas
atitinkamu ketonu, kuris oksiduojamas Baeyer-Villiger monoksigenaze, kad susidaryty
esteris. Esteris hidroksilinamas esteraze, sukuriant alkoholj kuris galiausiai virsta riebaly
rigstimi ir patenka j B-oksidacijos procesa (Ji et al., 2013; Uzair et al., 2016).

Sias reakcijas katalizuoja skirtingi oksigenazés fermentai, tokie kaip: propano
monoksigenazé, skirtingos klasés butano  monooksigenazés, citochromo  P450
monooksigenazés, flavinus naudojanios  monooksigenazés, necheminés  gelezies

monooksigenazes ir varj turin¢ios monooksigenazés (Uzair et al., 2016).

1.3.1.2 Aromatiniy angliavandeniliy aerobinés degradacijos mechanizmas

Aromatiniai angliavandeniliai taip pat yra degraduojami aerobinémis salygomis (Uzair
et al.,, 2016). Degradacijos procesas pradedamas aromatiniy angliavandeniliy oksidacija,
veikiant molibdeninémis dehidrogenazémis ar monooksigenazémis. 1.10 schemoje

pavaizduotas aromatiniy angliavandeniliy skaidymo kelias.
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1.10 pav. Benzeno aerobinés degradacijos mechanizmo schema (pagal Gupte et al. 2016).

Aromatinj ziedg veikiant hidroksilinan¢iomis dioksigenazémis susidaro di ar
trihidroksilinti junginiai. Dauguma aromatiniy angliavandeniliy, nepaisant jy skirtingos
struktaros, yra degraduojami iki vieno i§ trijy dihidroksilinty tarpiniy metabolity, tokiy kaip:
katecholis  (1,2-dihidroksibenzenas), protokatechuatas (3,4-dihidroksibenzoatas) arba
gentizatas (2,5-dihidroksibenzoatas). Siuos junginius atpaZjsta aromatinj Zieda atidarandios
dioksigenazés, kurios katalizuoja oksidacini dvigubo rySio skélimg dihidroksilintame
aromatiniame junginyje, tokiu biidu atidarant aromatinj ziedg. Priklausomai nuo jungties
skilimo padéties, i$skiriami du keliai: meta ir orto. Susidaro tokie metabolitai kaip acetil-CoA,
sukcinilo-CoA ir piruvatas, kurie galiausiai patenka j trikarboksirtgsties cikla (Fuchs et al.,
2011; Kutanovas, 2013; Uzair et al., 2016).

1.3.2 Anaerobinés degradacijos mechanizmas

Sj degradacijos mechanizma naudoja anaerobinés bakterijos, tokiose salygose kur
deguonies difuzija yra ribota, pavyzdziui giliai dirvoZzemyje (Jadhav et al., 2019; Ji et al.,
2013). Anaerobinés degradacijos mechanizmas skiriasi nuo aerobinio naftos angliavandeniliy

skaidymo kelio (Uzair et al., 2016).

1.3.2.1 Sociyjy angliavandeniliy anaerobinés degradacijos mechanizmas

Anaerobinése salygose bakterijos kaip elektrony akceptoriy vietoje deguonies naudoja
sulfata arba gelezj (Ji et al.,, 2013). Isskiriami du pagrindiniai n-alkany anaerobinés
degradacijos mechanizmai: fumaro pridéjimo kelias bei karboksilinimas (1.11 pav.) (Ji et al.,
2013; Mbadinga et al., 2011).

Fumaro riigSties mechanizme n-alkanai i§ pradziy reaguoja su fumaro rugStimi.
Katalizuojant alkilsukcinato sintazés, gaunamas 2-alkilsukcinatas. Toliau 2-alkilsukcinatas
skaidomas vykstant anglies skeleto pertvarkymo, dekarboksilinimo ir -oksidacijos procesam.
2-alkilsukcinato susidarymas yra fumaro rugsSties jterpimo mechanizmo biocheminiu
7ymenimis. Suo anaerobiniu keliu yra taip pat skaidomi kai kurie cikloalkanai, izoalkanai,
aromatiniai angliavandeniliai ir policikliniai aromatiniai angliavandeniliai (Bian et al., 2015;
Boll et al., 2020).
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1.11 pav. So¢iyjy angliavandeniliy anaerobinés degradacijos mechanizmai: fumaro kelias ir karboksilinimas (pagal So et al.,
2003).

Sociyjy angliavandeniliy karboksilinimo mechanizme alkanas yra karboksilinamas
tre€io anglies atomo (C-3) padétyje. Gavus tarpin; produkta 1-metilpentil sukcinatg,
pasalinami du anglies atomai, kad susidaryty riebaly riigstis, kuri viena anglimi biity
trumpesné nei pradinis alkanas. Si riebaly riigstis patenka j B-oksidacijos procesa, o véliau j
trikarboksirtig¢iy cikla, kuriame suskaidoma iki CO; (Boll et al., 2020; Callaghan, 2013;
Grossi et al., 2008; Mbadinga et al., 2011).

1.3.2.2 Aromatiniy angliavandeniliy anaerobinés degradacijos mechanizmas

Dél anaerobiniy salygy dirvozemyje ar pozeminiame vandenyje, bakterijoms reikia
visiSkai kitokiy aromatiniy angliavandeniliy skaidymo strategijy (Fuchs et al., 2011).
Trukstant deguonies, neorganiniai junginiai, tokie kaip nitratas (NO3 ), manganas (Mn (1V)),
gelezis (Fe (111)), sulfatas (SO, ?) ir anglies dioksidas (CO,) veikia kaip elektrony akceptoriai
(Ladino-Orjuela et al., 2016; Fuchs et al., 2011). Nepaisant to, kad anaerobinémis sglygomis
aromatiniy angliavandeniliy degradacija vyksta kitokiais mechanizmais nei aerobinémis, kai
kurie monocikliniai ir bicikliniai junginiai, tokie kaip BTEX, naftalenas ir 2-metilnaftalenas,
yra lengvai skaidomi anaerobiniu badu. I$skirti penki aromatiniy angliavandeniliy skaidymo
budai: 1) fosforilinimas; 2) fumaro rugsties jterpimas; 3) nuo O, nepriklausomas
hidroksilinimas; 4) karboksilinimas; 5) metilinimas (Ladino-Orjuela et al., 2016) (1.12 pav.).
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Fosforilinimo procese j aromatinj angliavandenilj yra jvedama fosfato grupé. Kai
kuriuose mikroorganizmuose, pavyzdziui denitrifikuojanciose bakterijose Thauera aromatica,
fenolio metabolizmas prasideda nuo fenolio fosforilinimo iki fenilfosfato, katalizuojant
fenilfosfato sintazés. Toliau fenilfosfatas defosforilinamas ir tuo paciu metu karboksilinamas
iki  4-hidroksibenzoato. Reakcija katalizuojamas fenilfosfato  karboksilazés.  4-
hidroksibenzoatas suaktyvinamas CoA ligaze ir paverciamas 4-hidroksibenzoil-CoA, kuris
yra redukciniu budu dehidroksilinamas iki benzoil-CoA. (Fuchs, 2008; Fuchs et al., 2011;
Luo ir Larrosa, 2017; Narmandakh et al., 2006).

Fumaro riigSties jterpimo mechanizmas pasizymi tuo, jog prie alkilinty aromatiniy
angliavandeniliy, tokiy kaip toluenas, krezoliai ir ksilenai, yra pridedama fumaro riigstis, kuri
jungiasi prie metilo grupés, o etilbenzeno atveju - prie Soninés grandinés (Ladino-Orjuela et
al., 2016). Anaerobinio tolueno skaidymo metu, prisijungus fumaro riigsciai, gaunamas
benzilsukcinatas, kurj katalizuoja benzilsukcinato sintazé. Po to iSsiskyres benzilsukcinatas
paverc¢iamas CoA tioesteriu nuo Ssukcinilo-CoA priklausomos CoA-transferazés pagalba.
Benzilsukcinil-CoA B-oksidacijos keliu toliau skaidomas j tarpinius metabolitus benzoil-CoA

ir sukcinil-CoA.
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1.12 pav. Aromatiniy angliavandeniliy anaerobinés degradacijos mechanizmo schema (pagal Fuchs et al., 2011). a)
schemoje pavaizduota tolueno degradacija fumaro ragsties keliu; b) schemoje — etilbenzeno degradacija nuo deguonies
nepriklausomo hidroksilinimas keliu; c) schemoje — benzeno ir naftaleno karboksilinimo kelias.

Nuo deguonies nepriklausomo hidroksilinimo metu denitrifikuojanciose bakterijose

yra skaidomas etilbenzenas arba propilbenzenas. Hidroksilinimo reakcijoje i§ vandens prie
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aromatinio angliavandenilio atitinkamos anglies atomo yra prijungiamas deguonis. Si reakcija
yra katalizuojama etilbenzeno dehidrogenazés, kuri etilbenzeng oksiduoja iki feniletanolio.
Alkoholio dehidrogenazés feniletanolj oksiduoja iki acetofenono, kuris nuo ATP priklausoma
karboksilaze skaidomas j benzoilacetatg. CoA ligazé benzoilacetatg pavercia | benzoilacetil-
CoA, kuris suskaidomas iki benzoil-CoA ir acetil-CoA (Boll et al., 2020; Fuchs et al., 2011).
Metilinimo procesas aromatiniy angliavandeniliy skaidyme yra naudojamas naftaleno
metabolizme (Ladino-Orjuela et al., 2016). Naftalenas yra metilinimas j 2-metilnaftalena,
kuris véliau oksiduojamas j centrinj metabolita 2-naftoino ragstj, ziedas redukuojamas ir

skaidomas (Safinowski ir Meckenstock 2006).

1.4  Mikroorganizmy konsorciumas

Mikoorganizmy konsorciumas apibtidinamas kaip skirtingy riiSiy mikroorganizmy
grupé, veikianti kartu kaip bendruomené. Mikroorganizmy konsurciumai buvo naudojami dar
Zmogui nezinant apie mikroorganizmy  egzistavima. Zmonés manipuliuodavo
mikroorganizmy konsorciumais, naudojant juos maisto produkty fermentacijoje, cheminiy
medziagy ar derliaus pagerinimo tikslais. Sie, iki $iol naudojami procesai, per amzius liko
optimizuoti. Pasitelkiant Siuolaikinés biochemijos ir mikrobiologijos metodais, konsorciumy
kultiros iSgrynintos bei daZnai genetiSkai tobulinamos siekiant proceso efektyvumo ir
auk3ciausios produkty kokybeés.

StruktiiriS8kai prokariotinés lastelés yra daug paprastesnés nei eukariotinés lastelés.
Prokariotai neturi su membranomis sujungty organeliy, todél negali atskirti metaboliSkai
nesuderinamy biocheminiy procesy j atskirus skyrius (1.13 pav). Prokariotai, metaboliniy
procesy ,,suskirstyma j dalis“ sprendzia formuojant konsorciumus su kitais mikroorganizmais,
kurie apsaugo nuo galimy aplinkos slopinanc¢iy veiksniy, tokiy kaip: netinkama deguonies
koncentracija, ultravioletiné spinduliuoté, iSsausé¢jimas bei netinkamas pH. Mikroorganizmy
sudarytas konsorciumas palengvina abipusius maistiniy medziagy, dujy ir metabolity mainus.
Asociacijos atspindi sinergetinj ar sinchroniskag gyvenimo biidg, kuriame augimas ir
biocheminiai ciklai vyksta efektyviau nei atskirai (Sabra ir Zeng, 2014).
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1.13 pav. Substrato (S) pavertimas produktu (P), grynoje ir misrioje mikroorganizmy kultiiroje. Grynoje lasteliy kultaroje
metabolinés reakcijos atskyrimas reikalingas konvertuoti tam tikrus toksiskus metabolitus (M). Misrioje kulttiroje stabilaus
konsorciumo sudaryme svarbis yra Sie aspektai: tiesioginé lastelés-1astelés sgveika bei nuo tarpiniy produkty priklausanti
sgveika.

Mikroorganizmy konsorciumai naudojami ne tik maisto fermentacijos procesuose, bet
ir biotechnologijoje — biodujy gamyboje, nuoteky valyme (Sabra ir Zeng, 2014), o taip pat
naftos degradacijoje (Sathishkumar et al., 2008; Santisi et al., 2015; Selvam ir Thatheyus,
2018).

1.5 Biosurfaktantai

Angliavandeniliai, turintys didesnj anglies atomy skai¢iy, yra maziau tirpiis vandenyje
ir todél yra sunkiau prieinami bakterijy skaidymui. Todél daugelis bakterijy gamina pavirSiaus
aktyvias medziagas — biosurfaktantus. PavirSiaus aktyviosios medziagos turi hidrofilines ir
hidrofobines sritis, kurios sukelia skys€iy, turin¢iy skirtingg poliSkumg (kaip
angliavandeniliai ir vanduo), adsorbcijg faziy ribos pavirSiuje ir stambiy agregaty (miceliy)
susidaryma (Vijayakuma ir Saravanan, 2015). Sios pavir§iaus aktyvios medziagos tarnauja
kaip bioemulsikliai, nes i$ jy gaminamos micelés paskleidzia angliavandenilius ir tokiu biidu
sudaro gerg angliavandeniliy biologinj pricinamumg (Uzair et al., 2016). Jie geba mazinti
skyséiy ir kietyjy medziagy pavirSiaus jtempj, paskleidziant jas kaip emulsijas skys¢iuose
(Parthipan et al., 2017).

Palyginus nattiralios kilmés biosurfaktantus su cheminémis pavirSiaus aktyviosiomis
medziagos, biosurfaktantai turi potencialiy pranasumy: jie yra ekologiski, lengvai skaidomi,
pigus bei ekologiskas pagaminimo budas, iSlicka aktyvis tokiomis sglygomis kaip didelis

druskingumas ir auksta temperatiira. Biosurfaktantai yra pla¢iai naudojami jvairiems tikslams:
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maisto perdirbimo pramongje, aliejy utilizavimo procese ir naftos uzterSty viety biologiniame
valyme (Parthipan et al., 2017).

Atliekama daug tyrimy, siekiant paSalinti angliavandenilius i§ nafta uZterStos
aplinkos, naudojant bakterijas gaminancias biosurfaktantus (Parthipan et al., 2017; Sharma ir
Pandey, 2020; Tripathi et al., 2019). Biosurfaktantai pagerina angliavandeniliy
biodegradacijos procesa. Todél pavirSiaus aktyviosios medziagos atlieka svarby vaidmen;j
angliavandeniliais uzterStos aplinkos bioremediacijoje, taciau biosurfaktanty gamyba vis dar
kelia sunkumy dél Zemo gamybos bei aktyvumo lygio ir ilgo gamybos proceso.
Biosurfaktanty gamyba gali bati pagerinta naudojant didesnio aktyvumo bakterijy kamienus,
terpés ir augimo salygy optimizavimas su pakaitiniais substratais bei metody efektyvumo
gerinimas, gali atverti kelig didelio masto nebrangiai biosurfaktanty gamybai (Parthipan et al.,
2017).

1.5.1 Biosurfaktanty klasifikacija

Biosurfaktantai yra suskirstyti j grupes, atsizvelgiant j jy cheming sudétj. I$skiriamos
pagrindinés biosurfaktanty grupés: glikolipidai, lipopeptidai, riebaly ragstys, fosfolipidai,
neutralts lipidai, polimeriniai biosurfaktantai ir biosurfaktanty dalelés (Santos et al., 2016).

Glikolipidai. Glikolipidai yra mazos molekulinés masés biosurfaktanty klasé, kurig
sudaro hidrofilinis angliavandenis, prijungtas prie hidrofobinés alifatinés arba hidroksilinés
riebaly rugsSties. Nustatyta daugybé strukttriSkai skirtingy glikolipidy struktiiry, kurias
gamina jvairios bakterijy rasys. Mikroorganizmas gali gaminti to paties glikolipido
homologus, dél riebaly rugsties ilgio ir struktiros pasikeitimy bei angliavandeniu, kuriuos
sudaro mono, di, tri arba tetrasacharidai (Clements et al., 2019). Geriausiai Zzinomi
glikolipidai yra ramnolipidai, soforolipidai ir trehalolipidai (Roy, 2018).

Lipopeptidai. Lipopeptidai tai mazos molekulinés masés junginiy klasé, susidedanti
1§ hidrofilinio peptido prijungto prie hidrofobinio lipido ar riebaly riigSties. Nustatyta plati
lipopeptidy struktiiry jvairove. Dél lipidy fragmenty ilgio ir struktiiros pasikeitimy, susidaro
skirtingi lipopeptidy homologai. Tuo tarpu lipopeptidy analogai susidaro dél skirtingos
aminortigsciy sudeéties peptido fragmente (Clements et al., 2019). Bakterijos gamina didelj
kiek; cikliniy lipopeptidy, iskaitant dekapeptidinius antibiotikus (gramicidinas) ir
lipopeptidinius antibiotikus (polimiksinas) (Shah et al., 2016).

Riebaly rugstys, fosfolipidai ir neutraluas lipidai. Bakterijos gamina didelius kiekius
riebaly ragsciy ir fosfolipidy tipo biosurfaktanty skaidant n-alkanus. Degraduojant

angliavandenilius oksidacijos metu susidaro riebaly rugstys i§ alkany dél oksidacijos. Be Siy
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tiesiosios grandinés riebaly rugsciy, mikroorganizmai gamina riebaly riigsc¢iy kompleksus,
turinCius OH grupiy, ir alkilo Saky. Fosfolipidai yra pagrindiné bakterijy membranos
sudedamoji dalis. Kai tam tikrus angliavandenilius skaidanciy bakterijy substrate yra alkany,
fosfolipidy kiekis padidéja (Shah et al., 2016).

Polimeriniai biosurfaktantai. Dauguma Sios grupés pavirSiaus aktyviyjy medziagy
yra polimeriniai heterosacharidai, turintys savo sudétyje baltymy. Geriausiai iStirti polimerai
yra emulsanai, lipozanai, mannoproteinai ir polisacharidy baltymy kompleksai (Shah et al.,
2016).

Granuliuoti biosurfaktantai. Biosurfaktanty dalelés padalija bakterijy iSorinés
membranos pisleles, sudarydamos mikroemulsijg (Shah et al., 2016). Mikroemulsija pagal
IUPAC yra apibudinama kaip dispersija, kuri sudaryta i§ vandens, aliejaus ir surfaktanto
(Greicitnaite, 2018). Suformuotos mikroemulsijos vaidina esminj vaidmen;j alkany skaidyme.
Acinetobacter spp. turi ptsleles, kuriy skersmuo nuo 20 iki 50 nm, sudarytas i§ baltymy,
fosfolipidy ir lipopolisacharidy (Santos et al., 2016; Shah et al., 2016).
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2 MEDZIAGOS IR METODAI

Skyriuje ,,Medziagos ir metodai‘‘ yra pateiktos visos Siame darbe naudotos biologinés
medziagos ir metodai. Naudojami klasikinés mikrobiologijos, molekulinés mikrobiologijos,

dujy chromatografijos bei biosurfaktanty nustatymo metodai.

2.1 Darbe naudotos medziagos, terpés ir prictaisai
2.1.1 Darbe naudotos medziagos

AppliChem, Vokietija: glicerolis; Tris.
Becton Dickinson International, Belgija: mieliy ekstraktas.
Carl Roth, Vokietija: agarozé, CaCl,, etanolis, gliukozé, n-heksanas.

AB Mazeikiy nafta: valyta nafta.

Merck, Vokietija: agaras, KCI, MgCl,, MgSQ,, NaCl, KH,PO,, K;HPO,4, NSO, ,Triton X-
100.

Sigma Aldrich, Vokietija: EDTA, etidzio bromidas, FeCls, florizilas (aktyvuotas magnio

silikatas), mésos ekstraktas, NH,NO3.

Thermo Fisher Scientific: DNR ilgio standarty misinys (GeneRuler DNA Ladder Mix, 100-
10000 bp); DNR ilgio ir koncentracijos standarty miSinys (MassRuler DNA
Ladder Mix; UzneSimo dazas (MassRuler DNA Loading Dye (6x); Rinkiniai —
GeneJET PCR Purification Kit; JetFlex Genomic DNA Purification Kit.

2.1.2 Bakterijy auginimo terpés

Terpiy sudétis pateikta 1000 mL distiliuoto vandens. Pateiktos terpés autoklavuojamos

15 min. 121 °C temperatiiroje.

TSB (triptono sojos sultinys): TSA (triptono sojos agaras):

17 g kazeino;
’ J e 15 g triptono;

e 3 g sojy pupeliy ekstrakto; .
e 5 (s0jos peptono;

o 25 g gliukozés; 5 g NaCl
° g NaCl;

e 25gKHPOy; . 15 agaro

e 5gNaCl.
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Bushnell Haas terpé: o 1gK;y;HPOy

e 0,29 MgSOy; e 19 NH4NO;3;
e 0,02 gKCI; e 0,059 FeCls;
e 1gKH,PO,; e 9gNaCl.

2.1.3 Mikroorganizmai

Darbe buvo tirti laukiniai bakterijy kamienai: 30-1, P30-5, P30-9.1, P30-9.2, isskirti

1§ nafta uztersto dirvozemio méginio.

2.1.2. Darbe naudoti prietaisai

Autoklavas AMA260NT (Astell)

Elektroforezés rezultaty fiksavimo sistema — MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging System)
Elektros srovés Saltinis — E865 (Consort)

Laminarinis boksas — MARS 1200, II saugumo klasé¢ (ScanLAF)

pH matuoklis — OP-211/1 (Radelkis)

Staliné centrifuga (Eppendorf)
Terming purtyklé (Biosan)
Termocikleris — T100 (Bio-Rad)
Termostatas (Binder)

UV/Vis spektrofotometras — Ultrospec 5300 pro (Amersham Biosciences)

2.2 Darbe naudoti metodai

2.2.1 Mitybiniy terpiy ruoSimas

I kolbas, su reikiamu turiu distiliuoto vandens, jdedamas tikslus, svarstyklémis

pasvertas kiekis sausy terpés milteliy arba atskiri terpés komponentai. Terpés iki reikiamo pH

privedamos su 5 M HCI ar 5 M NaOH tirpalais. Su folija uzdengtos kolbos autoklavuojamos

15 min prie 121 °C temperatiiros. Po sterilinimo, standZios terpés atvésinamos iki 48 — 50 °C

temperatiiros ir laminaringje spintoje aseptinémis sglygomis ispilstomos j Petri 1éksteles po 25

— 30 mL. Naudojamos tik sustingusios ir 15 — 20 min aseptinémis saglygomis dziovintos tepés.

Skystos terpés po sterilinimo atvésinamos iki kambario temperatiiros, tuomet jdédamos

papildomos reikalingos medziagos.
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2.2.2 Mikroorganizmy iSskyrimas

Mikroorganizmai i§ nafta uzterSto dirvozemio méginio iSskiriami Serijiniy
praskiedimy metodu. | kolbas su 100 mL Bushnell Haas terpés, jneSamas 1 g dirvozemio
méginio. Méginiai inkubuojami 24 val. purtyklése prie 30 °C ir 55 °C temperatiros ir 160
apsuky per minut¢. Po inkubacijos atliekami méginiy suspensijos skiedimai mégintuvéliuose,
iki 1:10° santykio. I§ kiekvieno mégintuvélio, su skirtingu praskiedimu, paimama po 100 pL
tirpalo ir laSinama j Petri lékSteles su sterilia TSA terpe. Suspensija iSglaistoma terpés
pavirSiuje. Lékstelés inkubuojamos 1 para prie 30 °C ir 55 °C temperatiiros. UZaugusios
vizualiai skirtingos bakterijy kolonijos perséjamos ir iSgryninamos. Vizualiai skirtingi
iSgryninti bakterijy izoliatai pagausinami skystoje TSB terpéje, inkubuojant 12 val. prie
atitinkamos temperatiiros, kurioje mikroorganizmai buvo auginami pirmajj karta, prie 30 °C
arba 55 °C temperatiiros. Pagausinti mikroorganizmai perkeliami j mégintuvélius, sumaisomi
su 60 % koncentracijos steriliu gliceroliu (800 uL kulttiros suspensijos ir 200 pL glicerolio) ir

saugomi prie -70 °C temperatiros.

2.2.3 I8skirty izoliaty atranka

Vizualiai skirtingi i§gryninti bakterijy izoliatai tikrinami auginant drusky terpéje
(Bushnell Haas), papildomai pridedant 1 % naftos. Tyrimams buvo naudojama valyta nafta.
Uztikrinant sterilumg, nafta buvo filtruojama per 0,2 um filtrus. ] kolba su drusky terpe
jneSamas 1 % valytos naftos ir 1 % izoliato suspensijos, pries tai pagausinus TSB terpéje 12
val. prie atitinkamos temperatiiros (30 °C arba 55 °C ) ir i§valius nuo terpés, centrifuguojant 1
mL inokuliato 1 min prie 3,000 aps./min., nupilant terp¢ bei uzpilant fiziologiniu tirpalu.
Procesas kartojamas kelis kartus. Po pilno terpés iSvalymo, 1 % izoliato perkeliamas j drusky
terpe su nafta. Toliau kolbos inkubuojamos 3 paras prie 30 °C arba 55 °C temperatiiros.
Periodiskai atlickami serijiniai i$s¢jimai, siekiant nustatyti izoliaty augimg, skaifiuojant ir
lyginant kolonijy skaiciy. ISs¢jimai atlieckami 30 min. po izoliaty jneSimo ] terpe ir po

kiekvienos inkubacijos paros.

2.2.4 Suminés DNR skyrimas

Suminés DNR skyrimui buvo naudojamas JetFlex Genomic DNA Purification
Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinys ir protokolas. Mikrobiologine kilpele nuo Petri
lekstelés mikroorganizmai uzséjami § 5 mL TSB terpés ir inkubuojami atitinkamoje

temperatiroje iki eksponentinés augimo fazés pabaigos maiSant 160 aps./min. grei¢iu. Po
24



augimo, 500 uL bakterijy kultiry jneSama j 1,5 mL centrifuginius mégintuvélius ir
centrifuguojama 1 minute¢ 12,000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas iSpilamas. Lastelés
sumaisomos su 300 uL 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA ir 2 mg/mL lizocimu.
Tirpalas gerai iSmaiSomas ir inkubuojamas 30 minuciy 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos
mégintuvéliai centrifuguojami 1 minute 12,000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas paSalinamas.
Ipilama 300 pL lasteliy lizés buferio (CLB) ir automatine pipete sumaiSoma, kad lastelés
lizuotysi. Ipilama 10 pL proteinazés K ir inkubuojama 58 °C temperatiroje 1 valandg. Po
inkubacijos jpilama 10 uLL RNazés A ir inkubuojama 5 minutes 37 °C temperattroje. Lizatas
atvésinamas iki kambario temperatiros ir 300 uL perkialiama j sterilius mégintuvélius. ] 300
uL lizato jpilama 150 pL baltymy precipitacijos buferinio tirpalo (PPT). Suspensija
homogenizuojama maisant 20 sekundziy ir centrifuguojama 3 minutes 12,000 aps./min.
grei¢iu.  Supernatantas perpilamas | sterily mégintuvél] ir jpilamas vienodas taris
izopropanolio. Misinys homogenizuojamas kelis kartus apver¢iant mégintuvél;.
Centrifuguojama 3 minutes 12,000 aps./min. grei¢iu. Atsargiai nupilamas supernatantas ir
mégintuvélis keletai minuciy apveréiamas vir§ sugeriamojo popierinio ranksluoscio, kad likes
skystis nutekéty. | mégintuvélj jpilamas 1 mL 70% etanolio. Mégintuvélis kelis kartus
apverciamas, kad nuplauti DNR granules ir centrifuguojamas 1 minute 12,000 aps./min.
greiCiu. Atsargiai nupilamas supernatantas ir mégintuvélis vél laikomas keleta minuéiy vir$
sugeriamojo popierinio ranksluoscio, kad likes skystis nutekéty. Inkubuojama 10 minuéiy 50
— 55 °C temperatiiroje, kad likes etanolis iSgaruoty. DNR tirpinama 200 pL TE buferiniame
tirpale ir saugoma -20 °C temperatiiroje. I$skirtos DNR kiekis nustatoma DNR elektroforezés

agarozes gelyje metodu (2.2.5).

2.2.5 DNR elektroforezé agarozes gelyje

DNR fragmenty nustatymui elektroforezés btidu naudojamas agarozés gelis. | 1x TAE
buferinj tirpalg (40 mM Tris-acetatas, 0,1 mM EDTA, pH 8,3) jdedama agazozés iki 0,8 %
koncentracijos. Tirpalas uzvirimas iki pilno agarozés iStirpimo, vésinamas iki 40 — 50 °C
temperatiiros. | atvésusj tirpalg jdedama etidzio bromido iki 0,5 pg/mL koncentracijos, gerai
iSmaiSoma ir supilama j elektroforezés gelio formavimo talpa. Laukiama 20 — 30 min iki pilno
gelio sustingimo. Sustinges gelis jdédamas | elektroforezés vonele bei uzpilamas 1x TAE
buferiniu tirpalu. ISimama plastikiné forma ir j susiformavusius Sulinélius supilami
analizuojami méginiai sumaisyti su uznes§imo dazu (MassRuler DNA Loading Dye (6x),
Thermo Fisher Scientific). I vieng Sulinélj pilamas DNR ilgio standarty miSinys (GeneRuler
DNA Ladder Mix, 100 — 10000 bp, Thermo Fisher Scientific). Elektroforezé¢ vykdoma esant

25



10 V cm? jtampai. Stabdoma, kai méginiai su dazu nueina 2/3 gelio ilgio. Gelis

vizualizuojamas aps$vietus UV Sviesa (MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging System)).

2.2.6 Polimerazés grandinin¢ reakcija

DNR fragmento pagausinimui naudojama polimerazés grandininé reakcija, kuriai
naudojamas misinys i§ $iy komponenty: 10x Taq buferinis tirpalas 12,5 uL, 2 mM dNTP
misinys po 0,2 mM kiekvieno dNTP, pradmenys po 0,5 uM, 1 mM MgCl,, 10 ng matricinés
DNR, Taq polimerazés 2,5 U/100 uL ir vandens iki 100 pL. Paruosti miSiniai talpinami j
termociklerj (Bio Rad), kuriame reakcija paleidziama pagal tokig programa:

1. Pirminé denaturacija: 95 °C 2 min.;

2. Denatiiracija: 95 °C 1 min.;

3. Pradmeny prilydymas: T °C (priklausomai nuo pradmeny lydymosi temperatiiros) 1 min.;
4. Sintezé: 72 °C t min. (priklausomai nuo PGR produkto ilgio);

5. Galutinis ilginimas: 72 °C 7 min.

Grandiniy atskyrimas, pradmeny prilydymas ir grandinés ilginimo stadijos kartojamos
30 cikly. Po reakcijos méginiai laikomi 4 °C temperatiiroje. DNR fragmentai, gauti
polimerazés grandininés reakcijos metu, analizuojami DNR elektroforezés agarozés gelyje
metodu (2.2.5).

2.2.7 PGR produkty analizé

Gauti DNR fragmentai (2.2.5) po elektroforezés (2.2.4) valomi, naudojant PGR
reakcijos miSinius ir GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj.
I$valius DNR fragmentus, atlickamas koncentracijos nustatymas, naudojant MassRuler
DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific), kurio pagalba vertinant elektroforezés
agarozés gelyje rezultatus, vizualiai nustatoma PGR produkto koncentracija. Atliekama DNR
fragmenty sekoskaita VU Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre. Gauti
sekoskaitos rezultatai naudojami filogenetiniam giminingumui nustatyti (16S rDNR) bei
filogenetinei priklausomybei nustatyti, sudarant filogenetinius medzius. 16S ribosominés

DNR (rDNR) ir geny seky analiz¢ atliekama naudojant BLAST algoritmg (NCBI).

2.2.8 Dujy chromatografijos metodas

Darbe buvo naudojamas dujy chromatografijos metodas (GC-FID) bei pritaikoma

modifikuota metodika, siekiant nustatyti angliavandeniliy biodegradacijos process.
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2.2.8.1 Méginiy kultivavimas ir paruosimas dujy chromatografijos metodui

Mikrobiologine kilpele nuo Petri 1ékstelés mikroorganizmai uzséjami j 5 mL TSB
terpés ir inkubuojami atitinkamoje temperatiiroje iki eksponentinés augimo fazés pabaigos
maisant 160 aps./min. grei¢iu. Po augimo, 1 mL bakterijy kultliry centrifuguojama 1 minute
3,000 aps./min. grei¢iu. Po centrifugavimo supernatantas atsargiai nupilama ir vietoj jos
uzpilamas 1 mL sterilaus fiziologinio tirpalo. Procesas kartojamas kelis kartus. Po pilno terpés
iSvalymo 1 % izoliato suspensijos perkeliama j drusky terpg¢. Mikroorganizmy kultivavimui
naudojama Bushnell Haas drusky terpé ir 1 % valytos naftos. UZtikrinant steriluma, nafta
filtruojama per 0,2 um filtrus. Lygiagreciai su méginiais inkubuojama kontrolé — terpé su 1 %
valytos naftos. Kolbos inkubuojamos 7 paras prie atitinkamos temperattros. UZtikrinant, kad
terpé bei nafta inkubacijos laikotarpiu negaruoty, eksperimentuose buvo naudojami sandarts
stikliniai buteliukai su uzsukamais kamsteliais.

Po inkubacijos atlickama méginiy ekstrakcija. Méginys uzpilamas 10 mL n-heksanu,
gerai iSmaiSomas ir perkeliamas j dalinamajj piltuva. Kolba plaunama su 10 mL n-heksanu ir
taip pat perkeliama j dalinamaji piltuva. Heksanas yra mazesnio tankio uz vandenj tirpiklis,
todél sudaro virSutinj sluoksnj. Po ekstrakcijos, vanduo (apatinis sluoksnis) yra pasalinamas, 0
organiné fazé plaunama pridedant 10 mL vandens. Organinis sluoksnis atskiriamas,
perkeliamas | 25 mL matavimo kolba ir skiedziamas iki fiksuoto tiirio. Dalis tirpalo
perkeliama | florizilo kalonéle, kuri sudaryta i$ pastero pipetes, uzkimstos stiklo vata ir
pripildytos florizilu (aktyvuotas magnio silikatas), tam kad atskirti naftos angliavandenilius
nuo jvairiy poliniy junginiy, susidariusiu mikroorganizmy metabolizmo metu. ISvalytas

ekstraktas surenkamas i 1,5 mL chromatografinj indelj.

2.2.8.2 Angliavandeniliy kiekio nustatymas dujy chromatografijos metodu

Chromatografinis indelis jdedamas | chromatografg ir eliuato alikvotiné dalis
analizuojama kapiliarine dujy chromatografija su nepoline kolon¢le ir liepsnos jonizacijos
detektoriumi (LJD). Analizuojant méginiy chromatogramas yra lyginami meéginiy smailiy
protai tarp n-dekano ir n-tetrakontano su kontrolés, kuri inkubavosi be mikroorganizmy,
smailiy plotais. Skai¢iuojamas angliavandeniliy pokytis méginiuose, kuris iSreiSkiamas
procentais.

2.2.9 Degradacijos proceso optimizavimas
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Mikroorganizmy degradacijos procesas optimizuojamas naudojant pridétines
medziagas. | Bushnell Haad terpe papildomai buvo jdétas 0,01 % kompleksinio drusky
misinio, sudaryto i§ tokiy komponenty kaip: MgCl,, KCI, NSO4, MnSO,. Degradacijos
proceso optimizacijai, Bushnell Haad drusky terpé buvo papildoma 0,01 % mieliy ir mésos
ekstraktu, taip pat atlickami auginimai naudojant papildomai 0,01 % gliukozés. Siekiant
sumazinti naftos pavirSiaus jtemptj buvo naudojamas 50 mg/L koncentracijos Triton X-100

surfaktantas.

2.2.10 Biosurfaktanty aktyvumo nustatymas

Siekiant istirti, ar tiriami mikroorganizmai isskiria biosurfaktantus, darbe buvo
panaudoti biosurfaktanty aktyvumo nustatymo metodai, tokie kaip: emulsifikacijos aktyvumo
nustatymo bei naftos i§stimimo metodas.

Pries atlickant biosurfaktanty tyrimus, buvo sudaromos augimo kreivés, matuojant kas
valandg auginamy kultory optinj tankj (OTeo), Siekiant nustatyti kiekvieno i$
mikroorganizmy eksponenting fazg bei peréjimg j stacionarig augimo fazg. Tai nustalius,
mikroorganizmy  kultiros buvo auginamos iki eksponentinio laikotarpio.  Sioje
mikroorganizmy augimo fazéje buvo atliekami visi biosurfaktanty tyrimai.

Atliekant emulsifikacijos aktyvumo nustatymo tyrimg buvo naudojamas filtruotas per
0,2 um filtrus kultiiry supernatantas bei zibalas. | mégintuvélius talpinama po 3 mL
supernatanto ir zibalo. Tirpalas maiSomas 2 min. Méginiai analizuojami vizualiai, vertinant po

24 val. Skai¢iuojamas emulsifikacijos indeksas (E24), kurio formulé yra:

Emulsijos aukstis
Eos= x 100%
Bendras vandeninés fazés ir emulsijos aukstis

Atliekant naftos i$stimimo tyrimg, buvo naudojama per 0,2 um filtrus filtruota nafta ir
kultiiry supernatantas, kuris surenkamas eksponentinéje mikroorganizmy augimo faz¢je.

Petri 1ékstutés pripildomos 50 mL distiliuoto vandens, létai pilama 100 pL naftos.
Naftai nusistovéjus, ant jo pavirSiaus laSinama 10 pL supernatanto. Vizualiai vertinamas
naftos iSstimimas bei skai¢iuojamas susiformavusio apskritimo (naftos iSstimimo) pavirSiaus

plotas.
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3 REZULTATAI

3.1 Mikroorganizmy gebanciy degraduoti naftg paieSka

I$ nafta uzter$to dirvozémio méginio, gauto i§ Kazachstano Aktau miesto Maersk Oil
Kazakhstan naftos gavybos jmonés, buvo isskirti 27 vizualiai skirtingi izoliatai, kurie
iSgryninti bei uzsaldyti. Atlikta visy 27 izoliaty patikra, auginant drusky terpéje su nafta. IS
atlikty serijiniy i§séjimy, atrinkti 4 izoliatai (30—1; P30-5; P30-9.1; P30-9.1) pasizymintys
aktyviausiu augimu viso inkubacijos periodo laikotarpiu. Izoliaty augimo rezultatai pateikti

3.1 lentel¢je.

3.1 lentelé. Izoliaty augimo rezultatai.

Izoliatai

30-1 P30-5 P30-9.1 P30-9.2
Kolonijy skaicius
po 30 min. 3,9 x 10* 2,1 x10° 3 x10° 3,8 x 10*
inkubacijos
Kolonijy skai¢ius
po 3 pary 4,9 x 10° 1,3 x 10’ 1,1 x 108 1,2 x 10’
inkubacijos

3.1.1 Atrinkty izoliaty identifikavimas

Siekiant identifikuoti atrinktus 4 izoliatus (30-1; P30-5; P30-9.1; P30-9.2) ir priskirti
juos genciai, izoliatai buvo uzauginti bei iSskirtos jy suminés DNR. Polimerazés grandininés
reakcijos metu, naudojant universalius 16S rDNR pradmenis 27F ir 1495R, buvo pagausinti
izoliaty 16S rDNR genai. Po PGR produkto i§valymo ir koncentracijos nustatymo méginiai
siunciami sekoskaitai. Gauti sekoskaitos rezultatai analizuojami naudojant BLASTn algoritma
(NCBI).

Atlikus kamieno 30-1 sekoskaitos analiz¢, naudojant BLASTn algoritmg (NCBI),
nustatytas giminingumas Staphylococcus lentus rasiai (99,35 % panasumas) (Schleifer et al.,
1983). Siekiant nustatyti Staphylococcus sp. 30-1 kamieno filogeneting padétj tarp kity
Staphylococcus genties tipiniy kamieny, nubraizytas filogenetis medis, (3.1 pav.) (Saitou and
Nei, 1987). Filogenetinio medzio analizé patvirtina Staphylococcus sp. 30-1 kamieno
priklausomybe Staphylococcus genciai ir turi didziausiag panaSumg tipinei Staphylococcus
sciuri DSM 20345 riiiai.
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Staphylococcus_caprae_DSM_20608_T
Staphylococcus_saccharolyticus_DSM_20359_T
Staphylococcus_capitis_DSM_20326_T
Staphylococcus_aureus DSM_20672_ T

B1

93
97 ' Staphylococcus_simiae DSM_17636_T
% | staphylococcus_epidermidis_DSM_20044 T
{ Staphylococcus_pasteuri DSM_10656_T
3 - Staphylococcus_warneri DSM_20316_T
— Staphylococcus_lugdunensis_DSM_4804 T

— Staphylococcus_devriesei DSM_25293 T

50 |

Staphylococcus_haemolyticus_DSM_20263_ T
Staphylococcus_jettensis_ DSM_26618_T
Staphylococcus_kloosii DSM_20676_T
Staphylococcus_cohnii_DSM_20260_T
Staphylococcus_nepalensis_DSM_15150_T
Staphylococcus_arlettae DSM_20672_T
Staphylococcus_gallinarum_DSM_20610 T
Staphylococcus_edaphicus_DSM_104441 T
Staphylococcus_xylosus DSM_20266_T
Staphylococcus_equorum_DSM_20674_ T

EStaphylococcus_hominis_DSM_1 00547_T

Staphylococcus_succinus DSM_14617_T
91 1 Staphylococcus_condimenti DSM_11674_T
9 Staphylococcus_piscifermentans_DSM_7373_T
Staphylococcus_carnosus_DSM_20501_T
Staphylococcus_simulans_DSM_20322_T
Staphylococcus_massiliensis_DSM_23764 T
_,7 Staphylococcus_argensis_DSM_29875 T
93 ' Staphylococcus_pettenkoferi_DSM_19554_T
— Staphylococcus_auricularis_DSM_20609_T
Staphylococcus_microti DSM_22147 T
Staphylococcus_rostri DSM_21868 T
Staphylococcus_muscae DSM_7068 T

Ell

Staphylococcus_agnetis DSM_23656_T
97 Staphylococcus_hyicus_DSM_20459_T
Staphylococcus_chromogenes_DSM_20454 T
Staphylococcus_felis DSM_7377_T
Staphylococcus_lutrae_DSM_10244 T
Staphylococcus_schleiferi_DSM_4807_T
Staphylococcus_delphini_DSM_20771_T
Staphylococcus_intermedius_DSM_20373_T
Staphylococcus_pseudintermedius_DSM_21284 T

a3

56

I
33

Staphylococcus_sciuri_ DSM_20345_T
Staphylococcus_sp._30-1
Staphylococcus_vitulinus_DSM_15615_ T
Staphylococcus_fleuretti DSM_13212. T
Staphylococcus_stepanovicii DSM_26318_ T
Staphylococcus_caseolyticus_DSM_20597_T
Escherichia_coli_ DSM_30083_T

g0

0020

3.1 pav. Staphylococcus sp. 30—1 kamieno filogenetiné padétis, analizuojant 16S rDNR sekas. Braksnys zymi 0,020
nukleotidy pasikeitima 1000 nukleotidy. Naudotas MEGA X programinis paketas, NJ metodas (Saitou and Nei, 1987).



ISanalizavus P30-5 kamieng, naudojant BLASTn algoritmg (NCBI), nustatytas
giminingumas Brevundimonas olei rasiai (99,63 % panasumas). Si ri§is yra aprasyta M. Lee
ir kolegy paskelbtame darbe (Lee et al., 2010), taciau néra oficialiai paskelbta. Nubraizyto
filogenetinio medzio (3.2 pav.) analizé patvirtina P30-5 kamieno priklausomybe

Brevundimonas genciai ir turi didziausig panasSumg tipinei Brevundimonas naejangsanensis
DSM 23858 rasiai.

77| Brevundimonas_intermedia_ DSM_4732 T
a7

Brevundimonas mediterranea_DSM_14878 T
Brevundimonas_nasdae_DSM_14572_T
Brevundimonas_vesicularis DSM_7226 T
Brevundimonas_aurantiaca_DSM_4731_T
Brevundimonas_aveniformis_DSM 17977 T
Brevundimonas_albigilva_JCM_30385_T
Brevundimonas_balnearis_DSM_29841_T
Brevundimonas_kwangchunensis DSM_17033 T
Brevundimonas_viscosa_JCM_17426 T
Brevundimonas_lenta DSM_23960 T
931 Brevundimonas_alba_DSM_4736_T
Brevundimonas_subvibrioides DSM 4735 T
Brevundimonas_basaltis DSM 25335 T
Brevundimonas_denitrificans_CECT_8537_T
Brevundimonas_poindexterae DSM_24277 T
Brevundimonas_bacteroides_DSM_4726 T
Brevundimonas_variabilis DSM_4737 T
Brevundimonas_humi_KACC_19106_T
Brevundimonas_bullata DSM_7126 T
Brevundimonas_staleyi DSM_24451 T
Brevundimonas_halotolerans_DSM_24448 T
72 Brevundimonas_diminuta DSM_7234 T
Brevundimonas_terrae_DSM_17329_ T
Brevundimonas_faecalis CECT 7729 T
Brevundimonas_vancanneyti ATCC_14736_T
0 Brevundimonas_naejangsanensis_DSM_23858_T

59

Brevundimonas_sp._ P30-5
[ Brevundimonas_abyssalis_JCM_18150_T
100 — Brevundimonas_canariensis CECT 9126 T
Escherichia_coli_DSM_30083_T

—_

0.020

3.2 pav. Brevundimonas sp. P30-5 kamieno filogenetiné padétis, analizuojant 16S rDNR sekas. Bruksnys zymi 0,020
nukleotidy pasikeitima 1000 nukleotidy. Naudotas MEGA X programinis paketas, NJ metodas (Saitou and Nei, 1987).

Atlikus kamieno P30-9.2 analizg¢, nustatytas giminingumas Pseudomonas
songnenensis rigiai (99,15 % panasumas). Si rii§is aprasyta L. Zhang su kolegomis

paskelbtame darbe (Zhang et al.,, 2015), taciau néra oficialiai paskelbta. Nubraizytas
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filogenetinis medis (3.3 pav.), kurio analizé patvirtina Pseudomonas sp P30-9.2 kamieno

priklausomybe Pseudomonas genciai ir turi didZiausig panasuma tipinei Pseudomonas stutzeri
DSM 5190 riisiai.

55 1 Pseudomonas_mosseli DSM_ 17497 T
Pseudomonas_soli DSM_28043 T
Pseudomonas_entomophila_DSM_28517 T
Pseudomonas_guariconensis_DSM_28410_T
Pseudomonas_taiwanensis_DSM_21245 T
Pseudomonas_monteili DSM_14164 T
Pseudomonas_plecoglossicida DSM_15088 T
Pseudomonas_parafulva DSM_17004 T
Pseudomonas_cremaricolorata_DSM_17059_T
Pseudomonas_oryzihabitans_DSM_6835_T
Pseudomonas_japonica DSM_ 22348 T
Pseudomonas_asplenii DSM_17133 T
97 Pseudomonas_vranovensis_DSM_16006_T
Pseudomonas_kuykendalli_DSM_25107_T
Pseudomonas_graminis_ DSM_ 11363 T
Pseudomonas_lutea DSM_ 17257 T
Pseudomonas_rhizosphaerae DSM_16299 T
Pseudomonas_baetica_DSM_26532_T
Pseudomonas_helmanticensis_DSM_28442 T
Pseudomonas_mohnii DSM_ 18327 T
Pseudomonas_umsongensis DSM_16611_T
Pseudomonas_moorei DSM_14164 T
Pseudomonas_vancouverensis_DSM_17555 T
Pseudomonas_stutzeri_DSM_5190_T
Pseudomonas sp. P30-9.2
Pseudomonas_kunmingensis DSM_ 25974 T
Pseudomonas_xanthomarina_D3SM_18231_T
Pseudomonas_mendocina_DSM_50017_T
Pseudomonas_alcaliphila_ DSM_17744 T
Pseudomonas_chengduensis DSM_26382 T
Pseudomonas_toyotomiensis_ DSM_26169 T

52

68

74

99
94

{ Pseudomonas_flavescens_DSM_12071_T
85 Pseudomonas_punonensis_DSM_27507_T
—— Pseudomonas_benzenivorans DSM 8628 T
Escherichia_coli DSM_30083 T

—_

0020

3.3 pav. Pseudomonas sp. P30-9.2 kamieno filogenetiné padétis, analizuojant 16S rDNR sekas. Briksnys zymi 0,020
nukleotidy pasikeitima 1000 nukleotidy. Naudotas MEGA X programinis paketas, NJ metodas (Saitou and Nei, 1987).

Atlikus kamieno P30-9.1 analizg, nustatytas giminingumas Brevibacterium iodinum
rusiai (98,48 % panaSumas) (Collins et al. 1980). Nubraizytas filogenetinis medis (3.4 pav.),
kurio analizé patvirtina Brevibacterium sp P30-9.1 kamieno priklausomybe Brevibacterium

genciai ir turi didziausig panaSuma tipinei Brevibacterium linens DSM 20425 risiai.

32



100 | Brevibacterium_albidum_DSM_20512 T
Brevibacterium_sandarakinum_DSM_22082_T
Brevibacterium_marinum_DSM_ 18964 T
Brevibacterium_antiguum_D3M 21545 T
Brevibacterium_aurantiacum_DSM_20426 T
Brevibacterium_casei DSM_20857 T
Brevibacterium_celere_DSM_15453_ T
Brevibacterium_oceani_ DSM 21578 T
Brevibacterium_epidermidis_DSM_20660 T
Brevibacterium_siliguriense_DSM_23676_T

75

100

Brevibacterium_permense DSM_ 215468 T
Brevibacterium_sediminis_DSM_102229 T
Brevibacterium_sp. P30-9.1

70 — Brevibacterium_linens DSM 20425 T
— Brevibacterium_avium_DSM_15880_T

100 [ Brevibacterium_luteclum_DSM_15022 T

Brevibacterium_otitidis_DSM_10718_T
100 — Brevibacterium_ravenspurgense_DSM_21258 T
a3 [ Brevibacterium_mcbrellneri DSM_9583 T
100 Brevibacterium_paucivorans_DSM_13657_T

Brevibacterium_pityocampae DSM_21720 T
Brevibacterium_samyangense DSM_ 19451 T
Brevibacterium_daeguense_DSM_27938_T
Brevibacterium_album_DSM 18261 T2
Brevibacterium_salitolerans_DSM_24775_T
Brevibacterium_senegalense DSM_25783 T
Brevibacterium_jeotgali DSM_ 29217 T
Brevibacterium_yomogidense_DSM_24850_T

Brevibacterium_liquefaciens_DSM_20579 T
Brevibacterium_citreum_DSM_20528 T
Brevibacterium_ammoniagenes_DSM_20306 T
Escherichia_coli DSM 30083 T

£4 86

78

7

0050

3.4 pav. Brevibacterium sp. P30-9.1 kamieno filogenetiné padétis, analizuojant 16S rDNR sekas. Briksnys zymi 0,10
nukleotidy pasikeitimg 1000 nukleotidy. Naudotas MEGA X programinis paketas, NJ metodas (Saitou and Nei, 1987).

3.2 Angliavandeniliy degradacijos nustatymas

Nustatant mikroorganizmy angliavandeniliy degradacijos lygi buvo naudojamas dujy
chromatografijos metodas su liepsnos jonizacijos detektoriumi. Kartu su méginiais
vienodomis sglygomis buvo inkubuojama kontrolé (terpé su nafta, be mikroorganizmy).
Analizuojant chromatogramas, meéginiy rezultatai lyginami su kontrole. Ant kontrolés
chromatogramos uZzdedamos méginiy chromatogramos, taip vizualiai ~matomas
angliavandeniliy pokytis, atsirades dél mikroorganizmy naftos degradacijos.

Lyginant meéginiy rezultatus su kontrole, yra skai¢iuojamas mikroorganizmy

degradacijos procentas. Degradacijos rezultatai pateikti 3.2 lenteléje.
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3.2 lentelé. Skirtingy mikroorganizmy naftos degradacijos rezultatai (proc.), méginius inkubuojant 7 paras prie 30 °C
temperaturos, Bushnell Haas drusky terpéje su 1 % valytos sterilios naftos.

Izoliatai
Visi
30-1 P30-5 P30-9.1 P30-9.2 mikroorganizmai
kartu
Degradacijos 52% 8,7 % 51% 7,2% 2,4 %
lygis (proc.)

3.2.1 Degradacijos proceso optimizavimas

Atsizvelgiant | rezultatus, kurie parodé silpng mikroorganizmy naftos degradacija,
buvo panaudotos pridetinés medziagos, siekiant optimizuoti angliavandeniliy skaidymo
procesa. Mikroorganizmai buvo inkubuojami Bushnell Haas terpéje, papildomai pridédant
0,01 % kompleksinio drusky misinio (MgCl,, KCI, NSO4, MnSO,) bei 0,01 % mieliy ir
mésos ekstrakto. Chromatogramos (3.5 pav., 3.6 pav., 3.7 pav., 3.8 pav.) vaizduoja

angliavandeniliy pokyt] méginiuose, lyginant su kontrole.
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3.5 pav. Pseudomonas sp. P30—9.2 mikroorganizmo chromatograma. Juodos smailés Zzymi angliavandenilius esancius

méginyje, zalios smailés — kontrolg.
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3.6 pav. Staphylococcus sp. 30—1 mikroorganizmo chromatograma. Juodos smailés Zymi angliavandenilius esancius

méginyje, zalios smailés — kontrole.
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3.7 pav. Brevibacterium sp. P30—9.1 mikroorganizmo chromatograma. Juodos smailés Zymi angliavandenilius esancius

méginyje, zalios smailés — kontrole.
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3.8 pav. Brevundimonas sp. P30—5 mikroorganizmo chromatograma. Juodos smailés Zymi angliavandenilius esancius

méginyje, zalios smailés — kontrole.

Lyginant meéginiy rezultatus su kontrole, skai¢iuojamas mikroorganizmy degradacijos
procentas. Degradacijos rezultatai pateikti 3.3 lentel¢je.
3.3 lentelé. Skirtingy mikroorganizmy naftos degradacijos rezultatai (proc.), méginius inkubuojant 7 paras prie 30 °C

temperattros, Bushnell Haas drusky terpéje su 1 % valytos sterilios naftos, papildomai pridedant 0,01 % kompleksinio
drusky misinio bei 0,01 % mieliy ir mésos ekstrakto.

Izoliatai
Visi
30-1 P30-5 P30-9.1 P30-9.2 mikroorganizmai
kartu
Degradacijos 9,2% 9,4 % 6,2 % 7,8 % 3,7%
lygis (proc.)

Siekiant optimizuoti mikroorganizmy naftos degradacijos procesus, buvo atlickami
auginimai Bushnell Haas terpéje, papildomai pridédant 0,01 % gliukozés. Po 7 pary
inkubacijos, méginiai tiriami chromatografijos metodu. Lyginant méginiy rezultatus su
kontrole, skai¢iuojamas mikroorganizmy degradacijos procentas. Degradacijos rezultatai

pateikti 3.4 lenteléje.

3.4 lentelé. Skirtingy mikroorganizmy naftos degradacijos rezultatai (proc.), méginius inkubuojant 7 paras prie 30 °C
temperattiros, Bushnell Haas drusky terpéje su 1 % valytos sterilios naftos, papildomai pridedant 0,01 % gliukozés.
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Izoliatai

Visi
30-1 P30-5 P30-9.1 P30-9.2 mikroorganizmai
kartu
Degradacijos 9,8 % 9,9% 6,4 % 9% 6,95 %
lygis (proc.)

Siekiant optimizuoti mikroorganizmy naftos degradacijg, sumazint naftos pavirSiaus
jtemptj, buvo naudojamas 50mg/L koncentracijos Triton X-100 surfaktantas. Méginiy
rezultatai lyginami su kontrole, skaiCiuojamas mikroorganizmy degradacijos procentas.

Degradacijos rezultatai pateikti 3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Skirtingy mikroorganizmy naftos degradacijos rezultatai (proc.), méginius inkubuojant 7 paras prie 30 °C
temperaturos, Bushnell Haas drusky terpéje su 1 % valytos sterilios naftos, papildomai pridedant 50mg/L koncentracijos

Triton X—100 surfaktanto.

Izoliatai
Visi
30-1 P30-5 P30-9.1 P30-9.2 mikroorganizmai
kartu
Degradacijos 13,8 % 16,2 % 9,6 % 16,8 % 11,6 %
lygis (proc.)

3.2.2 Mikroorganizmy augimo analizé

Atliekant naftos degradacijos tyrimus yra naudojamos pagausintos kulttiros, kurios yra
eksponentinéje augimo fazéje. Biosurfaktanty nustatymo tyrimams yra naudojamas
mikroorganizmy, esan¢iy stacionarioje augimo fazéje, supernatantas. Siekiant nustatyti
mikroorganizmy augimo fazes buvo atlikta jy analizé, bei sudarytos augimo kreivés (3.9 pav.,

3.10 pav., 3.11 pav., 3.12 pav.).
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3.12 pav. Kamieno 30-1 augimo kreivé.

3.3 Biosurfaktanty aktyvumo nustatymas

Darbe buvo panaudoti keli biosurfaktanty metodai, tokie kaip: emulsifikacijos

aktyvumo nustatymo metodas ir naftos i$stimimo metodas.

3.3.1 Emulsifikacijos aktyvumo nustatymo metodas

Atliekant emulsifikacijos aktyvumo nustatymo tyrimg, mégintuvéliuose esantis
supernatantas ir zibalas maiSomi 2 min bei analizuojami vizualiai po 24 val. Skai¢iuojamas
emulsifikacijos indeksas (E»s), pagal kurj yra vertinamas emulsifikacijos aktyvumas.

Mikroorganizmy Ey4 rezultatai pateikti 3.6 lenteléje.

3.6 lentelé. Mikroorganizmy emulsifikacijos indekso (E,,) rezultatai.

Izoliatai

30-1 P30-5 P30-9.1 P30-9.2

Emulsifikacijos 11,1 % 55,6 % 22% 42,2 %
indeksas (Ez4)

3.3.2 Naftos iSstumimo metodas

Naftos iSstimimo tyrime yra vertinamas naftos, kurios plonas sluoksnis yra ant
distiliuoto vandens pavirSiaus, iSstimimas, sukeltas d¢l supernatante esanciy biosurfaktanty.
Didesnis biosurfaktanty kiekis sukelia didesnj naftos iSstimimg. Kontrole sudaré vandens

lasas uzlaSintas ant naftos. Skaifiuojamas naftos iSstimimo (pavirSiuje susiformavusio
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skaidrus apskritimo) plotas (S= nr®). Mikroorganizmy naftos i§stimimo rezultatai pateikti 3.7

lenteléje.

3.7 lentelé. Naftos iSstimimo rezultatai.

Izoliatai
30-1 P30-5 P30-9.1 P30-9.2
Naftos
i§stiimimo 0,58cm? | 0,81 cm? 0,45 cm? 0,98 cm?
pavirSiaus
plonas
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4 REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe buvo tiriamas mikroorganizmy, isskirty i§ nafta uZter§to dirvoZemio,
gebéjimas degraduoti naftos produktus bei Sio proceso optimizavimas. Taip pat, atkreipiamas
démesys | mikroorganizmy sintetinamus biosurfaktantus, kurie tiesiogiai susij¢ su naftos
produkty degradacijos procesu.

Atrinkti 4 izoliatai (30-1; P30-5; P30-9.1; P30-9.2), pasizymintys aktyviausiu
augimu, inkubuojant terpéje su nafta. Siy izoliaty skaiius, inkubuojant 3 paras, padidéjo 2 — 5
eilémis. IS mikroorganizmy skai¢iaus didéjimo terpéje, kurioje nafta sudaré vienintelj anglies
Saltinj, galima spresti, jog Sios bakterijos geba skaidyti naftos angliavandenilius iki
mebatoliniy junginiy, kuriuos panaudoja trikarboksirtigsties cikle energijai pasigaminti.

Farag ir kolegy publikuotame darbe (Farag et al., 2018) taip pat buvo atliekama
i$skirty mikroorganizmy atranka auginant terpéje su nafta, taciau tyrime taikomas i§ pradziy
auginimas skystoje terpéje (3 parom ilgiau, negu Siame darbe), o paskui vertinamas augimo
greitis ant standzios terpés su nafta (inkubacija: 3 paros). Autoriai teigia, jog dauguma isskirty
mikroorganizmy geba skaidyti naftos angliavandenilius, bet tik keli i§ jy geba efektyviai
degraduoti angliavandenilius, todél svarbu juos atrinkti, kad tolimesnius tyrimus taikyti tik su
aktyviausiais mikroorganizmais. Siekiant patobulinti atlikta tyrima, bity galima padidinti
inkubacijos laikotarpj skystoje terpéje su nafta, iki 6 pary, kaip nurodyta paminétame darbe.

Staphylococcus sp. 30-1 kamienas turi didziausig panasumg Staphylococcus lentus
risiai. Agbaji ir kolegy (Agbaji et al., 2020) atliktame darbe, kurio tikslas — konsorciumo
gebancio degraduoti naftos uztersta dirvozemj optimizavimas, vienas i$ i$skirty efektyviausiy
mikroorganizmy — Staphylococcus lentus. Tai patvirtina Sio kamieno gebéjimg efektyviai
degraduoti nafta.

Brevibacterium sp. P30-9.1 kamienui nustatytas giminingumas Brevibacterium
iodinum rasiai. Emtiyazjoo ir kolegy (Emtiyazjoo et al., 2014) atliktame darbe, kuriame i3
nafta uzterSto dirvozemio iSskirtas bei identifikuotas Brevibacterium iodinum. Atliktame
darbe buvo iStirtas Sio mikroorganizmo gebé¢jimas degraduoti angliavandenilius iki 59 %.
Tyrimo rezultatai patvirtina Siame darbe tiriamo mikroorganizmo gebéjima degraduoti naftos
angliavandenilius.

Pseudomonas sp. P30-9.2 kamienui nustatytas giminingumas Pseudomonas
songnenensis rusiai, kuris oficialiai néra paskelbtas. Ali ir kolegy (Ali et al., 2020) atliktame
darbe, kuriame tiriamas isskirty mikroorganizmy gebéjimas degraduoti naftos
angliavandenilius, vienas i§ tiriamy mikroorganizmy yra PSeudomonas songnenensis.

Atliktame darbe istirta, jog $is mikroorganizmas yra tolerantiskas naftai bei geba skaidyti
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angliavandenilius. Tai patvirtina Siame darbe tiriamo mikroorganizmo Pseudomonas sp. P30—
9.2 gebéjima degraduoti naftos angliavandenilius.

Siame darbe tiriamam Brevundimonas sp. P30-5 kamienui nustatytas giminingumas
Brevundimonas olei rusiai, kuris oficialiai néra paskelbtas.Smutek ir kolegy (Smutek et al.,
2020) atliktame darbe, kuriame tiriama policikliniy aromatiniy angliavandeniliy
biodegradacija, iStirta jog i§ dirvozemio méginio isskirtas ir identifikuotas Brevundimonas
olei geba degraduoti policiklinius aromatinius angliavandenilius, o degradacija gali siekti 76
% inkubuojant 28 dienas.

Silpnai vykusiai angliavandeniliy biodegradacijai galéjo turéti jtakos parinktas
inkubacijos laikas (7 paros). Tai salyginai trumpas inkubacijos laikotarpis, lyginant su Kitais
atliekamais darbais. Smutek ir kolegy (Smulek et al., 2020) atliktame darbe, degradacijos
procesas vyksta 28 d., o Ali ir kolegy (Ali et al., 2020) istirtame darbe, uzterSto dirvozemio
angliavandeniliy skaidymo procesas vyko 6 mén. Kity autoriy darbuose 7 pary inkubacijos
laikotarpis yra naudojamas daugelyje biodegradacijos tyrimy, todél toks inkubacijos
laikotarpis buvo pasirinktas ir Sitame darbe, taip pat toks salyginai trumpas laiko tarpas leidzia
atlikti daugiau tyrimy. Taip pat silpnas degradacijos procesas galéjo biuti dél pridétiniy
medziagy nebuvimo.

Tyrimo rezultatai, naudojant papildomai mieliy ekstraktg (0,01 %), mésos ekstrakta
(0,01 %) bei kompleksinj drusky misinj (0,01 %), lyginant su degradacijos rezultatais atliktais
be pridétiniy medziagy, padidéjo apytiksliai 4 %. Aktyviausia degradacija buvo fiksuojama
meéginyje su P30-5 izoliatu, o maZiausia — méginyje su visais mikroorganizmais kartu.
Lyginant Sio tyrimo rezultatus su Soha Farag ir kolegy (Farag et al., 2018) atlikto darbo
rezultatais, pastebéta, jog rezultatai skyriasi. Nustatyta, jog inkubuojant méginius drusky
terpéje su 1 % naftos bei 0,1 % mieliy ekstrakto, degradacija pasieké 26,4 %.

Lyginant tyrimo rezultatus, gautus naudojant gliukoze (0,01 %), su rezultatais gautais
inkubuojant meéginius be pridétiniy medziagy, angliavandeniliy degradacija padidéjo
apytiksliai 4,5 %. Lyginant $io tyrimo rezultatus su Soha Farag ir kolegy (Farag et al., 2018)
darbo rezultatais, nustatyta, jog rezultatai skyriasi: inkubuojant méginius drusky terpéje su 0,1
% gliukozés, degradacija siekia 29,5 %, o naudojant 0,1 % mieliy ekstrakto bei 0,1 %
gliukozés — 38,6 %. Galima spresti, jog Soha Farag ir kolegy (Farag et al., 2018) atliktame
darbe degradacijos rezultatai yra didesni, d¢l didesnio pridetiniy medziagy naudojamo kiekio.

Lyginant tyrimo rezultatus, naudojant Triton X-100 (0,05 %), su rezultatais gautais
inkubuojant méginius be pridétiniy medziagy, rezultatai padidéjo apytiksliai 10 %. Lyginant
Sio tyrimo rezultatus su Soha Farag ir kolegy (Farag et al., 2018) darbo rezultatais, pastebéta,

jog rezultatai skiriasi: inkubuojant méginius su 0,1 % Triton X-100, degradacija siekia 57,23
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%. Galima spresti, jog Soha Farag ir kolegy (Farag et al., 2018) atliktame darbe degradacijos
rezultatai yra didesni, dél didesnio pridétiniy medziagy naudojamo kiekio.

Aptariant emulsifikacijos aktyvumo rezultatus, pastebéta, jog kamienai turintys
didziausig emulsifikacijos aktyvumo rezultata, taip pat pasieké didziausig degradacijos
rezultatg. Parthipan su kolegomis (Parthipan et al., 2017) savo darbe istyré, jog Bacillus
subtilis A1, kuris produkuoja labai didelj kiekj biosurfaktanty, taip pat geba efektyviai
degraduoti naftos angliavandenilius (degradacija siekia 87 %). Tai patvirtina, jog bakterijos
sintetinancios didesnj kiekj biosurfaktanty, geba taip pat efektyviai degraduoti naftos
angliavandenilius.

Atliekant naftos iSstimimo tyrimg, S$io metodo rezultatai pasitvirtino su
emulsifikacijos aktyvumo rezultatais, tuo paciu patvirtinant biosurfaktanty aktyvumo
nustatymo rezultaty tiksluma. Sie rezultatai taip pat pasitvirtina su Parthipan ir kolegy

(Parthipan et al., 2017) darbe atlikto naftos i§stimimo metodo rezultatais.
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5 NUMATYTI EKSPERIMENTAI

D¢l salyje susiklosCiusiy salygy, nebuvo galimybés atlikti kai kuriy darbe numatyty
eksperimenty. Siame skyriuje apra$yti visi numatyti tyrimai bei pateikti jy rezultatai, kokius

tikétasi gauti.

5.1 Naftos ar jos produkty degradacijos optimaliy sglygy nustatymas

Vienas i§ pagrindiniy Sio darbo uzdaviniy — nustatyti naftos ar jos produkty degradacijos
optimalias salygas. Siam uzdaviniui pasiekti, buvo naudojamos pridétinés medziagos, tokios
kaip mieliy ekstraktas, mésos ekstraktas, drusky kompleksinis miSinys, gliukoz¢ bei Triton
X-100. Siy medziagy naudojimas padidino angliavandeniliy biodegradacija 4,5 — 9,6 %,
taCiau, buvo numatyti dar keli salygy pakeitimai, kurie galéty turéti jtakos degradacijos

proceso optimizavimui: skirtingo naftos kiekio bei pridétiniy medziagy panaudojimas.

5.1.1 Skirtingo naftos kiekio panaudojimas degradacijos procesui optimizuoti

Farag ir kolegy atliktame darbe (Farag et al., 2018) teigiama, jog skirtingi naftos
Kiekiai, panaudoti biodegradacijai, turi jtakos Sio proceso intensyvumui, todél nuspresta atlikti
eksperimentus, naudojant skirtingg naftos koncentracija.

Numatyta atlikti biodegradacijos tyrimus, inkubuojant izoliatus Bushnell Haas drusky
terpéje, naudojant skirtingas naftos koncentracijas: 0,2 %; 0,5 %; 0,75 %; 1 %; 1,5 %.
Méginiai bei méginiy kontrolé (terpé su nafta, be mikroorganizmy) inkubuojami 7 paras
purtykléje prie 30 °C temperatiiros ir 160 aps./min. grei¢iu. Po inkubacijos laikotarpio,
méginiai tiriami dujy chromatografijos metodu. Méginiy chromatogramos lyginamos su
kontrolés chromatograma bei skai¢iuojami degradacijos rezultatai. Sie rezultatai lyginami
tarpusavyje, siekiant nustatyti optimaliausig naftos koncentracija, kurioje biodegradacija
vyksta efektyviausiai. Farag ir kolegy atliktame darbe (Farag et al., 2018) nustatyta, jog
vienas i§ didziausiy angliavandeniliy biodegradacijos rezultaty buvo pasiektas naudojant 1 %
naftos, o didziausias — naudojant 0,2 % naftos.

Siame tyrime tikimasi gauti panasius rezultatus, kaip ir auki¢iau paminétame darbe.
Degradacijos rezultatai paversti ] procentus biity pateikti lenteléje. NustacCius optimaliausig
naftos koncentracijg degradacijos procesui, §i koncentracija buty naudojama tolimesniems

tyrimams.
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5.1.2 Pridétiniy medziagy naudojimas ir angliavandeniliy degradacija

Siame darbe buvo naudojamos tokios pridétinés medziagos kaip: mieliy ekstraktas
(0,01 %), mésos ekstraktas (0,01 %), drusky kompleksinis misinys (0,01 %), gliukozé (0,01
%), bei Triton X-100. Farag ir kolegy atliktame darbe (Farag et al., 2018) nustatyta, jog
naudojant 0,5 % gliukoze kartu su 0,5 % mieliy ekstrakty, degradacija vyksta efektyviausiai.
Taip pat Sios medziagos naudojamos atskirai, bet degradacija nepasiekia tokio efektyvumo.

Remiantys auk$¢iau paminéto tyrimo metodika, siekiant padidinti degradacijos
efektyvuma, nuspresta ;| Bushnell Haas drusky terpe papildomai pridéti 0,5 % gliukozés ir 0,5
% mieliy ekstrakto bei patikrinti biogedradacijos efektyvuma, naudojant Sias pridétines
medziagas atskirai. Taip pat nuspresta patikrinti biodegradacijos efektyvuma, inkubuojant
méginius su Siomis pridétinémis medziagomis, didinant koncentracijas iki 2 % (0,5 %; 1 %;
1,5 %; 2 %). Inkubacija vykty nekeiCiant anks¢iau minéty inkubacijos salygy (7 paras
purtykléje prie 30 °C temperatiiros ir 160 aps./min. grei¢iu). Po 7 pary méginius analizuojant
dujy chromatografijos metodu, rezultatai vertinami méginiy chromatogramas lyginant su

kontrole. Paskai¢iuojamas degradacijos procentas. Rezultatai biity pateikti lenteléje.

5.2 Biosurfaktanty analizé

Siekiant detaliau istirti tiriamy mikroorganizmy produkuojamus biosurfaktantus, buvo

numatyta atlikti plonasluoksnés chromatografijos metoda.

5.2.1 Plonasluoksnés chromatografijos metodas

Siekiant atlikti biosurfaktanty iSsamesne analize, buvo numatyta atlikti plonasluoksnés
chromatografijos metodg. Plonasluoksné chromatografija (TLC) — tai atskyrimo metodas,
skirtas tiek kokybinei, tiek kiekybinei analizei, leidZiantis vienu metu per trumpg laika
iSanalizuoti skirtingas medziagas. Siuo tyrimo metu plonas sorbento sluoksnis paskleidziamas
ant plokstelés, kuri tarnauja kaip tiriamojo méginio neSimo priemoné (Matukaityté, 2013).

Remiantys Dlamini ir kolegy atlikto darbo (Dlamini et al.,2020) parinkta metodika,
biity atlikta plonasluoksné chromatografija ant silikagelio 60 F254 ploksteliy, o judrigja faze
sudaryty chloroformas, metanolis ir vanduo 65: 25: 4 santykiu. Izoliatai inkubuojami 30 °C
temperattiroje prie 150 aps./min. greiciu, apie 60 val. Mikroorganizmy supernatantuose
iSsiskyre biosurfaktantai sukoncentruojami, juos nusodinant rtgstimi. Po inkubacijos

supernatantas centrifuguojamas 30 min., 4400 aps./min. greiciu, 25 °C temperatiiroje. Po to
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supernatantas koncentruojamas pridedant 6 % HCI tirpala, kol supernatantas tampa 2 pH bei
veél centrifuguojamas (10 min., 4400 aps./min., 25 °C temperatiiroje). Sukoncentruotas
supernatantas dziovinamas termostate prie 37 °C temperattiros apie 2 dienas. Po iSdZiovinimo
atlickamas praskiedimas su 8 pH NaOH tirpalu. Paruosti méginiai po 1 uL uzneSami ant
plokstelés. Po to plokstelé su méginiais dedama } judrigjg faze. Méginiams numigravus apie
9,5 cm, plokstelés iSimamos i§ kameros ir iSdziovinamos. Po dziovinimo plokstelés
apipurskiamos 0,005 % primulino dazu, istirpintu 80 % acetono tirpale, kad méginyje biity
vizualizuoti esantys biosurfaktantai. Aptariant rezultatus, buty pateikta chromatogramos

nuotrauka.
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ISVADOS

. I8 nafta uzterSto dirvozemio méginio, buvo isskirti 27 vizualiai skirtingi izoliatai, i$
kuriy buvo atrinkti ir identifikuoti 4 izoliatai: (Staphylococcus sp. 30-1;
Brevundimonas sp. P30-5; Brevibacterium sp. P30-9.1; Pseudomonas sp. P30-9.2).
Modifikuota ir pritaikyta naftos degradacijos nustatymo metodika, tinkanti tiksliniy
mikroorganizmy tyrimamas

. Nustatyta, jog pridétinés medziagos (mieliy ekstraktas, meésos ekstraktas,
kompleksinis drusky miSinys, gliukozé, Triton X-100) bei pasirinkta $iy medziagy
koncentracija, padidina degradacijos procesg 4,5 — 9,6 %.

I$ atlikty biosurfaktanty nustatymo metody (emulsifikacijos aktyvumo nustatymo
metodas, naftos iSstimimo metodas) nustatyta, kad tiriami mikroorganizmai sintetina

biosurfaktantus.
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Naftos produkty degradacijos nustatymas ir proceso optimizavimas

SANTRAUKA

Naftos ir jos producty biodegradacija vyksta dél mikroorganizmy gebéjimo skaidyti
naftos angliavandenilius iki nekenksmingy metaboliniy produkty. Sio darbo tikslas nustatyti
naftos degradacijg atrinktuose mikroorganizmuose bei optimizuoti §] procesa. Tam, kad
pasiekti §j tiksla, i§ nafta uZterSto dirvozémio méginio buvo iSskirti 27 vizualiai skirtingi
izoliatai, i$ kuriy atrinkti 4 izoliatai (30-1; P30-5; P30-9.1; P30-9.1). Nustatyta atrinkty
mikroorganizmy filogenetiné priklausomybé (Staphylococcus sp. 30-1; Brevundimonas sp.
P30-5; Brevibacterium sp. P30-9.1; Pseudomonas sp. P30-9.2). Naftos degradacijos
nustatymo metodikos modifikavimas leido tirti tokio tipo méginius bei analizuoti rezultatus,
naudojant dujy chromatografijos metoda. Norint pasiekti efektyvesne mikroorganizmy
degradacija, buvo atlickami tyrimai nustatant optimalias biodegradacijos salygas. Siems
tyrimams buvo panaudotos pridétines medziagos (mieliy ekstraktas, mésos ekstraktas,
kompleksinis drusky misinys, gliukozé, Triton X—100), kurios padidino degradacijos procesa
4,5 — 9,6 %. Siekiant nustatyti, ar tiriami mikroorganizmai sintetina pavirSiaus aktyviasias
medziagas, buvo atlikti biosurfaktanty nustatymo metodai (emulsifikacijos aktyvumo
nustatymo metodas, naftos iSstimimo metodas) bei nustatyta, kad tiriami mikroorganizmai

sintetina biosurfaktantus.
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The Degradation of Crude Oil Products and Process Optimization

SUMMARY

Crude oil products are able to be degraded via the ability of microorganisms to
decompose hydrocarbons into harmless metabolic products. This work focuses on recognizing
the degradation process of crude oil products through the medium of selected microorganisms
and how such processes can be optimized. To accomplish the determined goal; twenty-seven
visually different isolates have been selected from a sample of crude oil contaminated soil.
Four main isolates have been selected for the experiment: (30-1; P30-5; P30-9.1; P30-9.1).
The isolates were determined to belong to the Staphylococcus sp. (30—1), Brevundimonas sp.
(P30-5), Brevibacterium sp. (P30-9.1), and Pseudomonas sp. (P30-9.2). A modificated
technique is presented to determine the degradation of crude oil products using gas
chromatography. To optimize the degradation processes, further research has been done to
determine the optimal conditions for biodegradation. This included the addition of different
components such as: yeast extract, meat extract, salt mixture, glucose and Triton X-100. The
results have demonstrated an increase in the degradation processes which varied from 4.5 %
to 9.6 %. Furthermore, surfactant establishing methods such as; the emulsification activity
method and the crude oil displacement method have been used to detect whether the test-
subject microorganisms synthesize the surface active agents. It was recognized that

investigated microorganisms sumthesize biosurfactants.
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