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Sposéb otrzymywania preparatu enzyméw wspomagajacego bioremediacje
§rodowiska zanieczyszczonego weglowodorami cigzkiej frakcji ropy naftowej oraz

sposéb bioremediacji Srodowiska zanieczyszczonego cigzka frakcja ropy naftowej

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania preparatu enzymow
wspomagajacego bioremediacje srodowisk zanieczyszczonych weglowodorami cigzkiej
frakcji P31 ropy naftowej oraz sposob bioremediacji srodowiska zanieczyszczonego
ciezka frakcja P31 ropy naftowe;.

Z opisu patentowego PL 166006 jest znany sposéb otrzymywania cieklego kompleksu
enzyméw celulolitycznych w drodze hodowli szczepu grzyba nitkowatego Aspergillus
niger IBT-90. Szczep ten przechowywany na skosach agarowych temperaturze 4° C
przeszczepia si¢ do sterylnego podioza inokulacyjnego o pH = 4,8-5,4, zawierajacego
w procentach wagowych 0,5-1,3 % KH,PO4, 0,2-0,4 % (NH4)2SO4 0,05-0,2 %
CO(NH,),, 0,05 % MgSO,4 x 7 H,0 oraz wyciagu z otrab pszennych do 100 %, a nadto
0,5-2 % glukozy, a nastgpnie hoduje w czasie 36-65 godzin w temperaturze 28-30° C na
wstrzgsarce, po czym otrzymane inokulum przeszczepia si¢ na podloze hodowlane
o skladzie w procentach wagowych 0,5-1,3 % KH,POys, 0,2-0,4 % (NH4)2SO4, 0,05-0,2
% CO(NH2),, 0,05 % MgS0O4 x 7 H,0 oraz do 100 % wyciagu z otrab pszennych,
zawierajace nadto 4,8-5,8 % pytu bawelnianego i 2-3 % kietkéw stodowych i poddaje
hodowli powierzchniowej w temperaturze 28-30° C w czasie 8-14 dni.

Z opisu patentowego PL 209161 jest znany sposoéb otrzymywania kompleksu
enzymOw w drodze hodowli szczepu grzyba nitkowatego Aspergillus niger 1IBT-90,
polegajacy na tym, ze ze szczepu przygotowuje si¢ material posiewowy na podiozu
stalym lub cieklym i materialem tym szczepi si¢ ciekle podloze produkcyijne o skladzie
w czeSciach wagowych: 50-120 czesci kietkéw stodowych, 20-80 czesci pektyny
jablkowej i ewentualnie wytlokéw jablkowych, ewentualnie 10-40 czgsci pylu
bawelnianego, ewentualnie 10-50 czes$ci wystodkow buraczanych, 5-50 czgsci celulozy
mikrokrystalicznej lub otrab pszennych i/lub odpadéw przemystu owocowo-
warzywnego zawierajacych celulozg i pektyng oraz 1000 czgsci wody wodociggowej
zawierajacej substancje mineralne i prowadzi hodowl¢ produkcyjna wglebna
w temperaturze 25-30° C w czasie 80-150 godzin w obecnosci emulsji silikonowej

doprowadzajac do fermentora powietrze i mieszajac zawartos¢ fermentora. Materiat
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posiewowy szczepu otrzymuje si¢ w drodze uaktywnienia szczepu na podlozu statym
zawierajacym brzeczke stodowa lub ekstrakt stodowy oraz agar, w temperaturze 10-40°
C czasie 3-8 dni lub na podlozu cieklym zawierajacym kielki stodowe pektyne jabtkowa
i ewentualnie wytloki jablkowe, ewentualnie pyt bawelniany, ewentualnie wystodki
buraczane, celuloz¢ mikrokrystaliczng lub otrgby pszenne i/lub odpady przemystu
owocowo-warzywnego zawierajace celuloze i1 pektyng oraz wod¢ wodociagowa
zawierajacg skladniki mineralne i prowadzac hodowle wglebng w obecnosci emuls;ji
silikonowej w temperaturze 25-30° C w czasie 24 godzin doprowadzajac do fermentora
powietrze 1 mieszajac zawarto$¢ fermentora.

Natomiast z opisu patentowego PL 209163 znany jest sposéb otrzymywania
kompleksu enzyméw w drodze hodowli szczepu grzyba Aspergillus niger IBT-90 na
podiozu produkcyjnym zawierajacym wyslodki buraczane, otrgby pszenne, kietki
stodowe, pektyn¢ jablkowa, ewentualnie skorki z pomidoréw oraz wod¢ wodociagowa
zawierajaca skladniki mineralne, w temperaturze pokojowej w czasie 1-8 dni. Szczep
grzyba uaktywnia si¢ na podtozu stalym zawierajacym brzeczke¢ stodowg lub ekstrakt
stodowy oraz agar w temperaturze 10-40° C w czasie 3-8 dni.

Z opisu zgloszenia patentowego P. 398611 jest znana hodowla szczepu grzyba
Aspergillus niger IBT-90 na podlozu produkcyjnym stalym zawierajacym wystodki
buraczane, otrgby pszenne, kielki stodowe, ewentualnie skérki z pomidoréw lub odpady
cytrusowe, ewentualnie pektyne jabtkowa, a nadto wode wodociagowa zawierajaca
rozpuszczone skladniki mineralne, jak diwodorofosforan (V) potasu, siarczan (VI)
magnezu, chlorek wapnia, siarczan (VI) zelaza (II), siarczan (VI) kobaltu, siarczan (VI)
manganu, siarczan (VI) cynku, siarczan (VI) miedzi oraz mocznik, prowadzone;j
w temperaturze 28° C w czasie 120 godzin w obecnosci emulsji silikonowej przy
doprowadzaniu do fermentora sterylnego powietrze.

Znane jest wykorzystanie szczepéw bakterii do bioremediacji $rodowiska
zanieczyszczonego weglowodorami ropopochodnymi.

I tak w czasopi$mie Journal of Hazardous Materials 2010 1., t. 176, s. 27-34 opisano
wykorzystanie szczepéw bakterii Acinetobacter sp. i Pseudomonas oraz Konsorcjum
szczepOdw Gordonia alkanivorans i Rhodococcus erythropolis do biodegradacji ogdlnej

puli weglowodoréw ropy naftowe;.



10

15

20

25

30

-3 -

W opisie patentowym PL 206565 ujawniono sposob otrzymywania biopreparatu do
degradacji weglowodoréw ciezszych frakcji ropy naftowej, polegajacy na
wyselekcjonowaniu ze $rodowiska skazonego szczepow bakterii Gordonia alkanivorans
S7, Pseudomonas fluorescens SI-3 i Bacillus substilis P-31.2, ktére namnaza si¢
w formie mieszaniny na pozywce zawierajacej glukoz¢ lub sacharozg¢, azotan lub
siarczan amonu, wodorofosforan sodu, substancje wzrostowe oraz dodatek
weglowodoréw cigzszych frakcji ropy naftowej, w warunkach tlenowych.

Natomiast w opisie patentowym PL 206566 ujawniono sposéb otrzymywania
biopreparatu do degradacji weglowodor6w oleju napgdowego, polegajacy na
wyselekcjonowaniu ze srodowiska skazonego szczepdw bakterii Gordonia alkanivorans
S7, Micrococcus luteus A.32.1 i Pseudomonas circulans Bp i namnozeniu tych
szczepdw na pozywce w warunkach tlenowych.

W czasopiSmie Bioresource Technology 2003 r., t. 87, s. 81-86 opisano
wykorzystanie Aspergillus niger ATCC 9642 do degradacji hexdekanu w procesie solid
state.

Z czasopisma Marine Pollution Bulletin 2007 r., t. 54, s. 1692-1696 jest znane
wykorzystanie Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus i Penicillium chrysogenum do
degradacji n-alkan6w z piaskow otrzymanych z plaz Al-Qurum, AL-Hail, Al-Sawadi.

W czasopi$mie International Biodeterioration & Biodegradation 2011 r., 1. 65,

s. 649-655 ujawniono wykorzystanie Penicillium chermesinum, Penicillium indicum
i Aspergillus terreus w oczyszczaniu gleby pobranej z pola bioremediacyjnego.

W procesach bioremediacji gleby jak réwniez srodowiska plynnego
zanieczyszczonego substancjami ropopochodnymi fundamentalnym problemem jest
rozklad trudno degradowalnych zwiazk6éw. Transformacji tych zanieczyszczen
w zwiazki latwiej przyswajalne przez mikroorganizmy moze sprzyjaé obecnosé
niektérych enzyméw z klasy oksydoreduktaz, na przyklad lakkazy i peroksydazy oraz
enzymow z klasy hydrolaz.

Znane sg sposoby  wspomagania procesOw  bioremediacji  srodowisk
zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi za pomoca enzymoéw otrzymanych
w hodowli grzyboéw nitkowatych.

W zgloszeniu patentowym P-399980 opisano wykorzystanie preparatu enzymow
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Mucor  circinelloides UD254 do  wspomagania  bioremediacji  gruntéw
zanieczyszczonych olejem napedowym, za pomoca pojedynczego szczepu lub
konsorcjum szczepéw bakterii o zdolnosci degradacji weglowodorow.

W kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki Lodzkiej znajduje sig
szczep grzyba nitkowatego Aspergillus niger oznaczony symbolem  IBT-150
wyizolowany ze S$rodowiska naturalnego oraz szczepy bakterii Achromobacter
xylosoxidans oznaczony symbolem G2! i Bacillus mycoides oznaczony symbolem
NS1020.

Sposéb otrzymywania preparatu enzyméw wspomagajacych bioremediacj¢
$rodowisk zanieczyszczonych cigzka frakcja P31 ropy naftowej, w drodze hodowli
szczepu grzyba nitkowatego Aspergillus niger, polegajacy na uaktywnieniu szczepu
przechowywanego na stalym podtozu zawierajacym brzeczke piwowarska o st¢zeniu
6-10° Blg w ilo$ci 1000 czesci wagowych, agar w ilosci 3 % wagowych, w temperaturze
29-31° C w czasie 48 godzin, nastgpnie zmyciu wyhodowanych zarodnikéw solg
fizjologiczna z dodatkiem $rodka powierzchniowo czynnego o stgzeniu 80 % dodanego
w ilo$ci 4-6 % v/v, zaszczepieniu otrzymanym inokulum, uzytym w ilodci 2 % v/v,
wysterylizowanego cieklego podioza hodowlanego 1 prowadzeniu hodowli
produkcyjnej w temperaturze 29-31° C na wytrzasarce przy szybkosci 200 obrotéw/min,
a nastgpnie odsaczeniu otrzymanej biomasy, przemyciu jej woda destylowana,
odwodnieniu acetonem, suszeniu w temperaturze 25° C i mechanicznym rozdrobieniu
do wielkosci drobin 5-10 pm, wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, Ze stosuje si¢
szczep grzyba nitkowatego Aspergillus niger IBT-150, ktéry uaktywnia si¢ na podlozu
stalym zawierajacym dodatkowo ci¢zka frakcj¢ P31 ropy naftowej w ilosci 0,001 %
w/w, o pH 7, przy czym proces uaktywniania prowadzi si¢ co najmniej 3-krotnie, za$
hodowle produkcyjna prowadzi si¢ na podtozu hodowlanym zawierajacym ekstrakt
z otrebow pszennych, chlorek wapnia, siarczan Zelaza, siarczan manganu, siarczan
cynku, siarczan magnezu, siarczan sodu, chlorek kobaltu, diwodorofosforan potasu,

o pH 4,5 w czasie 96 -120 godzin.

Spos6b bioremediacji gleby zanieczyszczonej cigzka frakcja P31 ropy naftowe;j,

polegajacy na przygotowaniu inokulum pojedynczego szczepu lub konsorcjum

szczepdw bakterii o wilasciwosciach degradacji weglowodoréw, jak Achromobacter



10

15

20

25

30

-5 -
xylosoxidans G21 oraz Bacillus mycoides NS1020, w drodze hodowli wstrzasanej na
wysterylizowanym podtozu ptynnym zawierajacym przyswajalne zrédto wegla, azotu,
fosforu oraz substancje wzrostowe, nastgpnie wprowadzeniu namnozonego inokulum
do oczyszczanej gleby i prowadzeniu hodowli w warunkach tlenowych, w temperaturze
25-30° C w czasie 35-60 dni przy wilgotnosci 25-40 %, w trakcie ktérej do
oczyszczanego Srodowiska wprowadza si¢ zawieszony w sterylnej wodzie preparat
enzymOw i po wprowadzeniu tego preparatu kontynuuje si¢ proces bioremediacii,
wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze stosuje si¢ preparat enzymoéw
Aspergillus niger IBT-150 otrzymany opisanym wyzej sposobem, ktéry wprowadza sie
w okresie migdzy 12-16 dniem bioremediacji stosujac 1-2 g preparatu na 1,5 kg
substancji ropopochodnych zawartych w oczyszczanej glebie.

Natomiast sposéb bioremediacji srodowiska wodnego zanieczyszczonego ciezka
frakcja P31 ropy naftowej, polegajacy na przygotowaniu inokulum pojedynczego
szczepu  lub  konsorcjum  szczepow bakterii o wlasciwosciach  degradacii
weglowodor6w, jak Achromobacter xylosoxidans G21 oraz Bacillus mycoides NS1020,
w drodze hodowli wstrzasanej na wysterylizowanym podlozu ptynnym zawierajacym
przyswajalne zrédlo wegla, azotu, fosforu oraz substancje wzrostowe, nastepnie
wprowadzeniu namnozonego inokulum do oczyszczanej gleby i prowadzeniu hodowli
w warunkach tlenowych, w temperaturze 25-30° C w czasie 14 dni, w trakcie ktérej do
oczyszczanego srodowiska wprowadza si¢ zawieszony w sterylnej wodzie preparat
enzymOw i po wprowadzeniu tego preparatu kontynuuje si¢ proces bioremediacji
wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze stosuje si¢ preparat enzymow
Aspergillus niger IBT-150 otrzymany opisanym wyzej sposobem, ktory wprowadza si¢
w okresie migdzy 7-10 dniem bioremediacji stosujac 1-2 g preparatu na 1,5 kg
substancji ropopochodnych zawartych w oczyszczanym srodowisku.

Przedmiot wynalazku ilustruja ponizsze przyklady.

Przyktad 1.

Szczep plesni Aspergillus niger IBT- 150 wyodrgbniony ze $rodowiska naturalnego
przeszczepiono na aktywujace podloze stale, wysterylizowane w temperaturze 121°C
w czasie 20 minut, o sktadzie w czesciach wagowych: 0,001 cze$¢ cigzkiej frakcji P31

ropy naftowej, 30 czgsci agaru, 1000 czgsci brzeczki piwowarskiej o stezeniu 10°Blg,
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o pH 7 i prowadzono hodowl¢ uaktywniajaca na tym podlozu w temperaturze 29° C
W czasie 48 godzin, po czym przeszczepiano na podioze hodowlane o analogicznym
skladzie i prowadzono kolejna hodowl¢ uaktywniajaca. Procedure kolejnych hodowli
uaktywniajacych powtarzano 3-krotnie. Kolonie wyroste po 3-ej hodowli zalano 10 ml
soli fizjologicznej z dodatkiem Tween’u o stezeniu 80 % w ilosci 4 % v/v, zmytoA
grzybnig¢ z powierzchni skosu eza, po czym otrzymana zawiesina, uzyta w ilosci 2 %
v/v szczepiono aktywujace podioze ciekle, wysterylizowane w temperaturze 121°C
w czasie 20 minut, o skladzie w czgéciach wagowych: 50 czesci otrab pszennych, 10
czgsci KHoPOq, 13 czgsci NaNO;, 0,3 czesci MgSO4 x7 H,0, 15 czgsci CaCl,, 0,05
czgdci FeSO4 x7 Hy0, 0,00156 czgsci MnSO, x H,0, 0,0014 czesci ZnSO4 x7TH,0,
0,00336 czgsci CoClz x 6H,0, 1000 czgsci woda wodociagowa, o pH skorygowanym
do wartoci 4,5. Prowadzono hodowlg wstrzasang przez 120 godzin w temperaturze 29°
C na wytrzasarce mimosrodowej o amplitudzie drgan 4,5 cm przy szybkosci 200 min™.
Uzyskang w wyniku hodowli biomase, po odsaczeniu na lejku Buchnera 3-krotnie
odwadniano acetonem stosujac 15 cm® acetonu o temperaturze 4° C na 1 g odsaczonej
biomasy, suszono 18 godzin w temperaturze 20° C i rozdrobiono w miynie udarowym
do wielkosci ziaren 5-10 pum.
Jednocze$nie przygotowano inokulum szczepu Achromobacter xylosoxidans G21
w drodze hodowli wstrzasanej na, wysterylizowanym w temperaturze 121° C w czasie
20 minut, podtozu pltynnym o skiadzie w czgéciach wagowych: 20 czesci glukozy, 20
czgdei ekstraktu drozdzowego, 15 czgsci Na;HPO4 25 czesci NH,Cl, 1000 czedci wody
wodociagowej, o pH 6,5 w czasie 48 godzin.
Do kuwety o objetosci 1000 cm®, zawierajacej 0,50 kg gleby skazone;j frakcja P-31
w ilosci 4 % w/w dodawano 48-godzinne kultury bakterii z hodowli ptynnej w ilosci 40
cm’ na 1 kg gleby, mieszajac proby co 2 dni. Po uptywie 12 dni do kuwety dodano staty
preparat enzymatyczny Aspergillus niger IBT-150 w proporcji 1 g na 1,5 kg substancji
ropopochodnych zawartych w oczyszczanej glebie. Bioremediacje prowadzono przez
okres 60 dni, utrzymujac wilgotnos¢ gleby na poziomie 25 %.
Stwierdzono 55%-owy ubytek ogolnej puli weglowodoréw tj. o 15 % wigkszy niz
w przypadku bioremediacji prob gleby prowadzonej wylacznie z udziatem bakterii, bez

dodatku stalego preparatu enzymatycznego z Aspergillus niger IBT-150.
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Przyktad II.

Procedur¢ aktywowania szczepu plesni Aspergillus niger IBT- 150 wyodrebnionego
ze $rodowiska naturalnego prowadzono jak w przykladzie 1.
Wyroste kolonie zalano 10 ml soli fizjologicznej z dodatkiem 4 % v/v Tween’u stezeniu
80 % i zmyto grzybni¢ z powierzchni skosu eza. 2 % v/v otrzymanej zawiesiny
szczepiono aktywujace podloze ciekle, wysterylizowane w temperaturze 121° C w czasie
20 minut, o skladzie w czgsciach wagowych: 40 czesci otrab pszennych, 10 czesci
KH,POy4, 13 czgséci NaNO;, 0,3 czgsci MgSO4 x7 Hy0, 15 czesci CaCly, 0,05 czgsel
FeSO4 x7 H,0, 0,00156 czgsci MnSO4 x Hy0, 0,0014 czesci ZnSO, x7H,0, 0,00336
czesei CoClp x 6H,0, 1000 czgéci wody wodociagowej, ktérego pH skorygowano do
wartosci 4,5 i prowadzono hodowlg wstrzasang przez 96 godzin w temperaturze 31° C
na wytrzgsarce mimosrodowej o amplitudzie drgan 4,5 cm przy szybkosci 200 min™.
Uzyskang w wyniku hodowli biomasg, po odsaczeniu na lejku Biichnera, 3-krotnie
odwadniano acetonem stosujac 15 cm® acetonu o temperaturze 4° C na 1 g odsaczonej
biomasy, suszono 18 godzin w temperaturze 20° C i rozdrobiono w miynie udarowym
do wielkosci ziaren 5-10 pum.
Jednoczesnie przygotowano inokulum konsorcjum szczepéw Achromobacter
xylosoxidans G21 oraz Bacillus mycoides NS1020 w drodze hodowli wstrzasanej na,
wysterylizowanym w temperaturze 121° C i w czasie 20 minut, podtozu ptynnym
o skladzie w czgsciach wagowych: 20 czesci glukozy, 20 czesci ekstraktu drozdzowego,
15 czgsci Na;HPO4, 25 czesci NH4CI, 1000 czesci wody wodociagowej, o pH 6,5
w czasie 48 godzin.
Do kuwety o objetosci 1000 cm®, zawierajacej 0,50 kg gleby skazonej frakcja P-31
w ilosci 4 % w/w, dodano 48-godzinne kultury bakterii z hodowli ptynnej stosujac 40
cm’ na 1 kg gleby, mieszajac proby co 2 dni. Po uptywie 16 dni do kuwety dodawano
staly preparat enzymatyczny Aspergillus niger IBT-150 w proporcji 2 g na 1,5 kg
substancji ropopochodnych zawartych w oczyszczanej glebie. Bioremediacje
prowadzono przez 35 dni, utrzymujac wilgotnos¢ gleby na poziomie 40 %.
Po okresie bioremediacji stwierdzono 60 %-owy ubytek ogélnej puli weglowodoréw t].
0 20 % wigkszy niz w przypadku bioremediacji préb gleby prowadzonej wylacznie

z udziatem bakterii, bez dodatku preparatu enzymatycznego z Aspergillus ni ger
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Przyktad III.

Szczep plesni Aspergillus niger IBT- 150 wyodrebniony ze $rodowiska naturalnego
uaktywniano na podiozu stalym jak w przykladzie 1.
Wyroste kolonie zalano 10 ml soli fizjologicznej z dodatkiem 6% v/v Tween’u
o stezeniu 80 % i zmyto grzybni¢ z powierzchni skosu eza. Otrzymana zawiesina, uzyta,
w ilosci 2 % v/v, szczepiono podioze ciekle, wysterylizowane w temperaturze 121°C
w czasie 20 minut, o sktadzie w czgsciach wagowych: 50 czesci otrab pszennych,
10 czg$ci KH,POy, 13 czgsci NaNOs, 0,3 czgsci MgS0O,4 x7 H,0, 15 czesci CaCly, 0,05
czgsci FeSO4 x7 Hy0, 0,00156 cz¢éci MnSO,4 x H,0, 0,0014 czesci ZnSO4 x7TH,0,
0,00336 czgsci CoCl; x 6H,0, 1000 czgsci wody wodociagowej, ktérego pH
korygowano do wartosci 4,5 i prowadzono hodowle wstrzasang przez 120 godzin
w temperaturze 31° C na wytrzasarce mimosrodowej o amplitudzie drgan 4,5 cm przy
szybkosci 200 obrotéw /min. Uzyskana w wyniku hodowli biomase, po odsaczeniu na
lejku Biichnera, 3-krotnie odwadniano acetonem stosujac 15 cm? acetonu
o temperaturze 4° C na 1 g odsaczonej biomasy, suszono 18 godzin w temperaturze 20
° C i rozdrobiono w mtynie udarowym do wielkosci ziaren 5-10 pm.
Jednoczesnie przygotowano inokulum szczepu Bacillus mycoides NSI1020 w drodze
hodowli wstrzasanej na wysterylizowanym, w temperaturze 121° C w czasie 20 minut,
podiozu ptynnym o skladzie w czgsciach wagowych: 20 czesci glukozy, 20 czesci
ekstraktu drozdzowego, 15 czesci Na,HPOg, 25 czgsci NH4Cl, 1000 czeéci wody
wodociagowej, o pH 6,5 w czasie 48 godzin.
Do kolby o pojemnosci 1 1 zawierajacej 100 ml wody wodociagowej dodano: 4 g
cigzkiej frakcji P31 ropy naftowej, 2 g glukozy, 2 g ekstraktu drozdzowego, 1,5 g
Na;HPOq4, 2,5 g NH4Cl i sterylizowano w temperaturze 121° C przez 20 minut, po czym
szczepiono Achromobacter xylosoxidans G21 oraz Bacillus mycoides NS1020. Hodowle
prowadzono w temperaturze 25° C na wstrzasarce mimosrodowej o amplitudzie drgan

! Po 7 dniach dodano staly preparat

4,5 cm przy szybkosci obrotéw 200 min
Aspergillus niger IBT- 150 w proporcji 1 gna 1 kg zwiazkéw ropopochodnych.
Po 14 dniach prowadzenia procesu stwierdzono 80 %-owy ubytek ogélnej puli

weglowodor6éw tj. o 10 % wigkszy niz w przypadku prowadzenia proby bioremediacji
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wylacznie z udzialem bakterii, bez dodatku preparatu enzymatycznego z Aspergillus
niger IBT- 150.

Przyktad IV.

Szczep plesni Aspergillus niger IBT- 150 wyodrebniony ze $rodowiska naturalnego
aktywowano na podlozu statym jak w przyktadzie I.
Wyroste kolonie zalano 10 ml soli fizjologicznej z dodatkiem 6 % v/v Tween’u
o stezeniu 80 % i zmyto grzybni¢ z powierzchni skosu eza, Otrzymana zawiesina, uzyta
w ilosci 2 % v/v szczepiono podloze ciekle, wysterylizowane w temperaturze 121°C
w czasie 20 minut, o skladzie w czesciach wagowych: 40 czesci otrab pszennych, 10
czgsei KHyPOy, 13 czgéci NaNO;, 0,3 czesci MgSO, x7 H,0, 15 czesdei CaCly, 0,05
czgsci FeSO,4 x7 Hy0, 0,00156 czesci MnSO4 x H,0, 0,0014 czesei ZnSO4 x7H,0,
0,00336 czgsci CoCl x 6H,0, 1000 czesci wody wodociagowej, ktérego pH
korygowano do wartosci 4,5. Hodowle wstrzasang prowadzono przez 90 godzin
w temperaturze 30° C na wytrzasarce mimosrodowej o amplitudzie drgaf 4,5 cm przy
szybko$ci 200 min™. Uzyskang w wyniku hodowli biomase, po odsaczeniu na lejku
Biichnera, 3-krotnie odwadniano acetonem stosujac 15 cm® acetonu o temperaturze 4° C
na 1 g odsaczonej biomasy, suszono 18 godzin w temperaturze 20° C i rozdrobiono
w miynie udarowym do wielkosci ziaren 5-10 pm.
Jednoczesnie przygotowano inokulum konsorcjum szczepéw Achromobacter
xylosoxidans G21 oraz Bacillus mycoides NS1020 w drodze hodowli wstrzasanej na,
wysterylizowanym w temperaturze 121°C w czasie 20 minut, podtozu plynnym
o skiadzie w czgsciach wagowych: 20 czesci glukozy, 20 czesci ekstraktu drozdzowego,
15 czgsci Na,HPOy, 25 czgsci NH4CI, 1000 czesci wody wodociagowej, o pH 6,5
w czasie 48 godzin.
Do kolby o pojemnosci 1 1 zawierajacej 100 ml wody wodociagowej dodawano: 4 g
cigzkiej frakcji P31 ropy naftowej, 2 g glukozy, 2 g ekstraktu drozdzowego, 1,5 g
Na;HPO4, 2,5 g NH4Cl i sterylizowano w temperaturze 121° C przez 20 minut, po czym
szczepiono Achromobacter xylosoxidans G21 oraz Bacillus mycoides NS1020. Hodowlg
prowadzono w temperaturze 30° C na wstrzasarce mimosrodowej o amplitudzie drgan
4,5 cm przy szybkosci obrotéw 200 obrotéw/min. Po 10 dniach dodano staly preparat
Aspergillus niger IBT- 150 w proporcji 2 g na 1 kg zwiazkéw ropopochodnych.
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Po 14 dniach prowadzenia procesu stwierdzono 90 %-owy ubytek ogblnej puli
weglowodorow tj. o 20 % wigkszy niz w przypadku prowadzenia préb bioremediacji
wylacznie z udzialem bakterii, bez dodatku preparatu enzymatycznego z Aspergillus
niger IBT- 150.

RZECWTOWY
mgr inz. twa Kaczur-Kaczynska



