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KOPSAVILKUMS

Ar ogludenraziem piedrnoto grunti tesija laboratorijas apaklos 23 diennaktis ar &rki,
no\ertét biodegradcijas potendilu grunts afiriSanai. Tika izmantoti dgdeprazu piesroti
augsnes paraugi, kaemti no [0 — 3] metru daama. Kopura darbam bija s varianti, katram
divi atkartojumi. Variantiem pievienoja dadas piedevas, lai veiktu biostimalju, ka ai
bakeriju konsorciju. Visiem grunts paraugiem noteica, pHektrovaidtspeju (EC), elpoSanas
intensiati, mitrumu, kolonijas veidojoSi viebu (KVV) skaitu, tika veikta mikrosk@$ana un
noteikts Gry daudzums grunt Peéc 48st. inkubcijas kops biostimdkcijas, mikroorganismu
elpoanas intengte variantos ar Mix A un Mix C sasniedza aftipc2.64 mg C@kg dw* st*
un 2.17 mg C@kg dw' st*. Kontroles variantam mikroorganismu elpo$anasnsitite bija
zems limen <0,5 mg CQ kg dw” st* Kontroles variantam EC bija rob?no 0.01151tz0.022
mS cm', kas liecina par zemuls saturu grunt Vislielakais KVV skaits tika konstats otrajam

variantam.

Darbs izstidats LU Mikrobiologijas un biotehnolgijas instifita Vides mikrobiolgijas
laboratorip, laika posm no 2016.g.janara lidz 2016.g.maijam.

Literatiras apskats, metodes un reztulir apkopoti 5 tabuls, 11 attlos, 1 pielikuna un

izmantots 67 litera@ras avots.

Atslegvardi: odiudegrazi, biodegrascija, biostumuicija, elektrovatisggja, elpoSanas

intensiate



SUMMARY

Hydrocarbon contaminated soil tested under laboyatonditions during 23 days with the aim
to assess the biodegradation potential of soitrtreat. Hydrocarbon contaminated soil samples
were taken from [0-3] m depth. Overall, three bmosiation compositions were tested in
duplicate. Different formulations with nutrientss avell as bacterial consortium was added to
soil. The pH value, electrical conductivity (ECgspiration intensity, moisture, colony forming
units (CFU), Gy and cell morphology was tested. After 48h of ation since the first
biostimulation, microbial respiration intensitytime sets with Mix A and Mix C reached 2.64 mg
CO, dw' h' and 2.17 mg COdw’ h?, respectively. Microbial respiration intensity ihe
control variant was at a low level, i.e., <0.5 rag, dw' h*. EC in the control variant was from
0.0115 to 0.022 mS ¢, which indicates a low salt content in the sbHe largest number of
CFU was found in the set with Mix A.

Work has been developed at the Institute of Miastdgy and Biotechnology, University of
Latvia, Environmental Microbiology Laboratory fohdg period from January, 2016 to May,
2016.

Literature review, methods and results are summdrin 5 tables, 11 figures, 1 annex; 67

literature references are used.

Keywords: hydrocarbons, biodegradation, biostimulation, tlecconductivity, respiratory

intensity



DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

PAO — policikliskie aromatiskie savienojumi
BS — biosurfaktanti

EC — elektrovaditsp€ja

SOM — augsnes organiskais materials

KLE — kapostu lapu ekstrakts

KVV - koloniju veidojoSo vienibu skaits

NPl — naftas produktu indekss



IEVADS

Nafta ir galvenais engijas avots vid pasaul. Nereti transpogjot naftu var notikt daadi
negadjumi, kur nafta nokist vice, vai f tiek ,nejausdi” izlieta.So savienojumu aitbo3ana rada
draudustdens un augsnes ekosmeim. Tadgjadi, daudzas metodes tiek iz&tgtas, lai aftritu
oglideprazu piedrpotas vides. Biolgiska ogiidenrazu degragtija piedrnotas augsas, kur
izmanto mikroorganismus, lai samaaun piegrnojumu, ir izveidota k efekiva, ekonomiska,
daudzpugga un videi draudga atiriSana (Mehrasbi et al., 2003)Biologiska attiriSana ir
efekiivaka un Etaka nek kimiskas un fizikalas metodes. Attiaba uz biolgsisko atiriSanas
tehnol@iju, jélnaftas degragtija izmanto mikroorganismus, kas &spparveidot naftas
ogludenrazus par mak toksiskiem savienojumiem. Tamzena Skidibatden un absorbcija ir
divas galveas ipadbas lielmolekuriem odadearaziem, kas ierobezo to pieejdm
mikroorganismiem(Millioli et al., 2009). Bez tam, ofjidenrazu koncen#cijas virs 3-5 % un
smago meailu u.c. toksisko savienojumu adtbiitne var Mtiski inhibét mikroorganismu

biodegradcijas aktivitti.

Bioaugmenicija ir daudzsoloSa un zemu izmaksu bg&a atfriSanas metode, kur
pielieto efekigu bakeriju izolatus vai mikrobu konsorcijus, kas &pdegrad@t naftas
ogludenrazus. Daida veida vietja mikroflora parasti tiek pielietota $ajehnika (Gentry et. al.
2004). Dazreiz, pievienojot dgdenrazu degragétspejigus mikroorganisms, var novest pie
bioaugmeriicijas nevieksmegVogel 1996).Tas ir &pec, ka mikroorganismu iz@zoSana un

degradtsyzja ir Joti atkafiga no vides apakliem (Vogel 1996).

Biostimulacija balsis uz viegjo bakeriju pieaugoSo aktiviti, nodroSinot am bafbas
vielas, skbekli, virsmakivas vielas unadeni (Coulon and Delille 2003vai mainot vides
apstklus (piengram, temperata, pH, redoks poteris). Tiek uzskats, ka viegjas bak€rijas ir
vislakek pienerotas piedrnotas vies (Rahman 2003 et al.)Biostimuhkcija, ne vienmar var
noritet labi, jo vietjie mikroorganismi, kas degradogiudearazus var bt inhibéti augsa

piesarpotaju koncenticija (Ueno et 2007 al.).

Bakalaura darb ir apkopoti autora §ijumi vides biotehnol@jas joma, ka galveno
jauajumu atspoglojot biodegradcijas un bioatvegeSaras procesus gruntar \esturisko

ogludenrazu piedrpojumu, testjot dazadus tehnolgiskos pagmienus.

Darba merkis: Nowvertét ar naftas produktiem &gturiski piedrpotas grunts altiSanas
potencilu.



Darba uzdevumi:
1. Raksturot grunts paraugu fizik kimiskasipagbas un mikrobiolgisko sastvu.
2. Noteikt tiis grunts apsides veidus un izveidot eksperimentarsh.

3. Saldzimat ogdudenrazu biodegraitijas aktiviati peéc mikroorganismu elpoSanas

intensittes grurit dinamila.
4. Novertét fizikali-kimisko un biolgisko raditaju izmaipas atkaiba no apstides veida.

Par petijuma rezultatiem zinots konferen@s: Eglitis A., Dokukins E., Berzins A., Muter O.
Solutions for decreasing a crude oil inherent tibxico bacteria-biodegraders. Journal of
Biotechnology, In Press, European Biotechnology dfess, Riga, Latvia, May 5-7, 2016.
(1.pielikums)



1. LITERAT URAS APSKATS

1.1. Jelnaftas savienojumi augsi

Ir labi zinams, cik kailgi naftas savienojumi varub dabai. K ai, cik griti var bat, lai

augsni un gruntslenpus attritu no naftas nopbdeém vai piearnojuma.

Jelnafta ir kompleksa maigims, kas satur simtientikstoSu ogfidenrazu (Cooney, 1980).
Jelnaftas savienojumus var iettalris visgréjas kategoris, kas sadv no piegtinatajiem
ogludenraziem, aroratiskajiem odgudenraziem un padriem organiskiem savienojumiem
(Huesemann un Moore, 1993)ugsne, kas ir kontamita ar odudegpraziem veicina plasus
ekosistmas piedrnojumus, jo piednojosSo vielu uzkiSaras davnieku un augu audos, var
izraigt to ravi vai mugcijas (Alvarez et al., 1991)Xlnafta ir fiziski, kimiski un biolgiski
kaitiga augsnei, joat satur daudz toksiskus savienojumus Telahugsiis koncenticijas,
piemeram, policiklisko aroratisko odudenrazu, benzolu un at aizvietogjus, cikloalknu
gredzenuq2004. Franco et al.)Lielmolekubru savienojumu kitbatne arloti zemu &idibu
tdenn var nowérst dabas biodegradijas procesus dgdeprazu piesrmotas augsbs. Sie
savienojumi iekist augsnes makro un mikropsy fdgjadi ierobezojot idens un gaisa
transportu, kas tiu nepiecieSams, organisko vielu deg@j (Caravaca un Roldan, 2003)
Parasti, naftas ¢gdenraZzu savienojumi saig ar augsnes Haam un kdz ar to, tos ir gtti
degradt. Biosurfaktanti (BS), var emgit ogludenrazus, id¢jadi uzlabojot to kidibu adern,
samazinot virsmas spraigumu un palielingiaiau vielu novirzi no augsnes ldgam (Banat,
1995a, b; Banat et al., 2000pPiearpojumi ar naftas savienojumiem @8tis no nopidem
majsaimniedbas, tankkgu nophidem, ve@m un jauam degvielas uzpildes stammp, ka af

teritorijas, kur uzglab naftu, caurtvadiem, termialiem un frstrades tipricam.

Biodegradcija ir viena no galvenajiem mamismiem naftas dgdearazu nardiSara no
piesirpotiem apvidiem(Atlas, 1988., NRC, 1985)

1.2. Fizikali-kimiskas attiriSanas metodes

Metodes, ko izmanto naftas piegoto augfu atiriSanai var grugt ka fizikali kimiskos
procesus (augsnes vimtas sajaukSanu, oksghna-redugSana, hidrake, neitralizcija,
stabilizcija, cietiriSana, mobilizcija-imobilizacija, augsnes skaloSana un n&ama), termisko

apstadi izmanto, lai sadedzitu, sadatu, izricinatu vai izkaustu no daZdiem



piemaigjumiem, un biolgiskos procesus (bioverifiana, biosmidzisana, hidraulisk un
pneimatisk daliSana, augsnes bioinjekcijas, gaisa uens skaloSana, biopoléna
aizsargmatedli un fitoatves¢osSanas). Jautjums par to, kuru metodi izmantot naftas
piesirpotajas teritorigs ir atkarga nokimiskam, fizikalam un biolgiskam ipagbam. Kimiskas
metodes var tikt izmantotas, lai no augsnes atdamagos melus. Izmantojot termisis
apstades, vislielka probEma ir istamie atkritumi, kuri rodas dedzBanas procesos veidojot
blakusproduktus, pietnam, polihlordibenzofanu (PCDF), hlogtu benzolu, hldgtu fenolu un
slapela oksdu (Song et al, 1992;.. NITO et al, 199@adiem ilgi tiek izmatotas ves metodes,
lai atfiritu augsni no naftas p@saojuma, piendram, \edinaSana, rakSana, transgg@ana un
dedziraSana.(Eckenfelder and Norris, 1993pvarigakais ierobezojums tradicialajai tiriSanas
metodei, ir &, ka & ne vienndr var no\erst piedarnojumu no augsnes piloa tapec, lai pabeigtu

attiriSanas procesugp Sdas apstdes pielieto biolgisko atiriSanu.

No tehnolgijam un metodm, kas tiek ptitas, lai piedmotu augsni altitu no naftas,
biologiska attiriSana ir €lamaka pieeja, sakarar is zemam izmakam un sgju kawet sarpu

uzkraSanogBonnier et al, 1980;.. EI-Nawawy et al, 1987)
1.3. Biolgsiskas attiriSanas metodes

Augsnes biolgiska attiriSana ir process, kurlielaka dda organisko piegnotaju tiek
sadaiti ar augsnes mikroorganismiem un tiekrv@rsti par nekaigiem gala produktiem,
piengram, ogleka diokgdu, meinu unadeni(Walter et al., 1997).

1.3.1. Fitoremedéicija

Fitoremediciju izmanto, lai veiciatu piesrpotas vides attiSanu. & ir tehnolgija, kas
efekitvi, I&ti, un mazk trau&josSi atira naftas piesnotu vidi (Stomp, et al, 1993,.. Schnoor, et
al, 1995) Fitoremedicija ietver procesus, kas pd¢ atjaunot piesnotas ekosistmas
(Cunningham and Berti, 1993Zdie augi ir saules — darkimi sikpi un efekigi filtr &josi
organismi, kas fjp uznemt degragoSas vielas lielos apjomo$dlt, et al., 1996 Salo purvu
augi sgj uznemt odadegprazus no naftas pigsotiem sedimentiem un uzlabotladearazu vai

kopgjo lipidu frakcijas dias no dazdam auga diam (Lytle and Lytle, 1987

Ir tris galvenie mednismi, ka augi uzem naftas piesnotus apvidus un Sie auginem
petrolejas ofidenrazus savos audos; fermentu un ektwdtbivoSana, kas stiméllogiadenrazu
uznemSanu mikroorganismos un tieSas kinuskas parvértibas naftas dgdeprazos;
degradcijas uzlaboSais pateicoties kontaminantiem rizesf mikorizo €npu un

mikroorganismu konsorcijas aktigies &] (Schnoor et al.,, 1995 Augi, kas ir iztufgi pret

10



jelnaftas toksiciti, pieméram, alksnis uniols, ir bijusSiloti efekivi piesarnotu auggu atiriSara
(Shank,McEwan, 1998Viens svaigs aspekts fitoremettiijas proces ir, ka augi sliecas uz
konkurenci par ogdenrazu umemosSagm bakerijam, kas fike slapekli un fosforu.
Fitoaremedicija var patrinat naftas koncenicijas gan uz virszemes, gan ldkds shnos,

tadejadi atjaunojot kltiraugu audzSanas potenglu un samazinot erozijas riskus.

Fitoaremediciju afi sauc par Za atiriSanu, botano- atiSanu un vgetaivo atvesgdSanu.
Augu saku sisemai ir svatga noZme, lai ¥s reakcijas notiktu. Sis processifpasi nodegs
blivam augs@m, kas sniedz priekSrokaipcitam biologiskam meto@m (proti, bioventi&Sanu un
bioskaloSanu), kas nedarbojas uwdhm augsam. Augi, piedrnotas vies, var veiciat sarpu

uzkraSanos un uzlabot biodegéaigu (Johns un Nyer, 1996).

Fitoaremedicija un augsnes atjaunoSan&tiitak pieejama, jo tai nav nepiecieSami lieli
ieguldjumi un augsni var atbrot no piedrnojumaisaka laika period. Fitoremedicija izmanto
augus, lai digji vai batiski mazirgtu piedrnotu augsni no pi@spojuma, nogulsém, dinam,
notekideniem, virszemesdenos un gruntsdenos.

1.3.2. Mikrobiologiska biodegradacija

Biologisko atiriSanu ir defigjis (Madsen 1991)ka parvalditu vai spordnu procesu, kar
biologiska, ipasi mikrobu, katate iedarbojas uz pi@sojosSo vielu savienojumiemadéjadi
samazinot vai likvidjot vides piedrnojumu. Faktiski biolgiskas atiriSanas rerkis ir optimizt
apstklus mikroorganismiem, dgdenrazu degragkija, un tas s@&ma arvien liedku uzmambu
ka atiriSanas tehnofgja (Wang un Bartha, 1990)

Neviena atsevi@ mikroorganismu suga negplegradt visas glnaftas sagawvddas, pilnga
naftas nardiSana prasa vienlagu iedaribu dazdu mikroorganismu popatijas. Viens no
faktoriem, kas ierobezo augsnes biodegrad no piedrpotajiem ir to ierobezat pieejaniba
mikroorganismiem(Providenti et al., 1995)Augsnes mikroorganismi ir fundamaintsvarngs
komponents sauszemes biotopiem. To galMema ir reguét badbas vielu ciklus un uztét
augsnes strulitu. Rakstuiga ieZme augsnes mikroorganismiem ir to sgrgba, gan
mikroorganismu skaita, gan t@erctiskas daudzveitbas zha. Augsnes mikroorganismu
daudzveitba varé dazdos augsnesrhenos. Augsnes mikroorganismu daudzveaaugsni var
letekn®t gan pozitvi, gan negavi, pienmeram, tie var pasliktiit augsni veidojot toksiskas vielas
vai pozifivas - farverst organisko piesnpojumu uz nekaigiem biolgiskajiem produktiem.
Biologiska atfiriSana, galvenakt, balstis uz mikroorganismu izmantoSanu un to uw&anu, lai
tie vaktu izdZvot augsi. Ir daudzas biolgiskas metodes ko izmanto augsnesidans avotu

attiriSanai (t.i., bio ventilcija, bio apsmidziasSana, hidraulisk pneimatisk daliSana, augsnes
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bio injekcijas, gaisa uridens skaloSana, biopoléma aizsarg matetli un fitoremedicija).
Lielakaja dda So metozu, tiek lietotas biostimaaljas, kur tiek pievadtls skibeklis, tidens un
mineialas, un organisis barbas vielagdOrzech et al, 1991;. Turgay et al, 2010)duadegrazu
biodegradciju augs@ ietekne vairaki vides faktori, pierdram, mikroorganismu popadijas,
skabela piedide, pH, augsnes mitrums, températ batbas vielu pieejafba, organisko vielu
daudzums, biolgisko piedarpotaju kvalitate un augsnegpadbas (Atlas, 1995) Biologiskas
atiriSanas metodes fana dabiga biodegradcija, optimiZ£jot nhosagumus biodegrattija un
kontrokjot mineglvielu daudzumu, pH un tempefat (Norris et al, 1994;. Atlas and Bartha,
1992, Morgan and Watkinson, 198%o kimijas viedoka, organiskie savienojumi ir tie, kas
satur oglela un tdegraza atomus. Dazi mikroorganismi var izmantot asawetabolism
organislkés vielas, piereram, degvielu vail@dinatajus, kas ir istami cilekiem. Mikroorganismi
nojauc organiskosamus un tos sadala nekigibs produktos, kas galverwkir ogleKa dioksds

unuadens.

Sazarotie alini biologiski sadads lenak, lai gan Sis process iidizigs tam, Eda ir n-alkina
degradcija. (Klimiuk & tebkowska, 2005).
Mazam molekuém (ar diviem vai is gredzeniem) arodtiskie odudenrazi tiek degraéti ar
daudam augsnes baktjam, ka aif daudz 8&pu gintim, piengram, Rhizopus, Aspergillus,
Candida, Penicillium, Psilocyben Smittum Savulrt, sggja degradt lielas molekulasdgtri vai
vairak gredzeni), piem.,&PAO (policikliskie aromtiskie odudenrazi) ir diezgan reti sastopami
bakerijam (pientram, Pseudomonas putig®. aeruginosa, P. saccharophila, Flavobacterium
sp., Burkholderia cepacia, Rhodococcus sp., Stepbobmonas spun Mycobacterium sp.
Sadus savienojumus lak spEj degradt ligninolitiskas €nites, piendram:. Phanaerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor, Bjerkandera Rlgurotus ostreatysun neligninaitiskas
(nonlygninolytic) €nes, pieraram, Cunninghanella elegants, Penicillium janthinelluom
Syncephalastrum spAustin et al, 1977;. Kirk & Gordon, 1988;. Wolickat al, 2009).
Savienojumu degradija ar pieciem vai vaikiem aronatiskiem gredzeniem liel mera ir
atkafga no jauktu mikroorganismu popaiju aktivitates. Metabolisms simbiotigk sisémas var

bt vierigais metabolismeeids &dos savienojumodogan et., Al, 2003).

1.3.3. Naftas savienojumu aerabdegradacija

Visstraufka un pilrigaka organisko piesnotaju degradcija notiek aerobos ap&fos.
Pirmag at&la redzams galvenais princips aerobajludenrazu nardiSanai (Fritsche W,

Hofrichter M., 2000) Sakotngja Sinu reakcija uz organiskiem pigotajiem ir oksidaivs
process. Oksigezes un peroksites kataliz galveno enzimtisko reakciju t.i. skbela

12



aktivaciju un inkorpoéciju. Peri€ras nardiSaris cdi parvérstu organiskos piamotajus soli pa
solim uz starpproduktu cealo starpmetabolismu, pietram, trikarboksilskbes ciklu. $nu
biomasas biosigte ir saista ar prekursoru metaltém, piengram, acetil-CoA, sukchtu un

piruvatu.
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Figure 1. Main principle of aerobic degradationhgfirocarbons by microorganisnibritsche
W, Hofrichter M., 2000)

1.4. Biodegradiciju ietekmgjoSie faktori

Galvenie faktori, kas kavnaftas savienojumu biodegeaiju augsis ietver: kimisko
strukfiru, koncenticiju un odudenprazu toksiskumu attieda uz mikrofloru, mikrobiolgisko
augsnes poteratu (biomasas koncenitrija, popuiicijas maifigums, fermentu aktivite),
fizikali kimiskos vides parametrus (pieram, pH, elektrovatspeja, temperatra, organisko

vielu saturs, mitrums), un dglearazu pieejartbu mikroorganismuiam.
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1.4.1. Biolgiska pieejaniba

Pat tad, ja tiek nodro&iti optimali aps&kli oglidenraza biodegraitijai lauka apgiklos,
ir pieradits, ka atlikuSo ogdenrazu ddas paliek nedegraths. Proti, pc nokaSanas augsn
organiskie pieanotaji var pazust pc biodegradcijas, izskaloSanas vai iztvaikoSanastums,
kada ogludeprazu degragt spEjigie mikroorganismi var gwverst kimikalijas ir atkafgs no
atruma, kda tas norak Sina un atruma, kada tas uzem 3§s vielas, un no mikroorganismu
metabolismatruma. Tas tiek kontrdts ar vaigkiem fizikali-kimiskiem procesiem, piegram,
sorbciju / desorbciju, diiziju, un %idinaSanu(Brassington et al, 2007;.. Cuypers et al 2002;.
Maletic¢ et al, 2011;. Semple et al, 2003ermins "biopieejaa” attiecas uz dakimisko vielu
augsmr, kas var tikt izmantoti, vai transfostn ar daviem organismiem. Naftas pi#gotas
augsnes biorwdiSanos var arnopietni ietekrat pie@arnojuma laili, sakaii ar atmosiras
procesiem, kas samazina bigikko piearpotaju pieejambu mikroorganismiem(2011 Maleté
et al,;.. Loeher et al, 20015ie procesi uzlabo hidrofobo organisko piestaju absorbciju uz
augsnes matricas, samazinot biodegggals atrumu un apjomu. Turkt naftas pie@mnota augsne
parasti satur smagukimiskus savienojumus, kas gastgalvenoldrt no lielmolekudiriem
ogludenraziem un kurus nevar degeadietejie mikroorganismi(Balba et al, 1998;.. Maletiet
al, 2011;. Loeher et al, 2001Yurprei, nesea pagitné naftas piesnota augsne satur liedu
daudzumu piedinatos un alifitiskos savienojumus, kur mikroorganismi &l yatigaki pret So
vielu degradciju. Sie savienojumi nesen piesota augsg ir potencili toksiski viegjiem
mikroorganismiem, K rezul&ta tas prasa ilgku mikroorganismu adaftijas laiku (lag ize)
pirms piedrnotaja degradcijas un pat prasa igu inhibicijas bionardiSaras procesyMargesin
et al, 2000;. Loeher et al., 2001 ; Petréet al, 2008)

1.4.2. Fizikali- kimiskie faktori

Augsnes elektrovatspeja (EC) ir augsnesall summasaditajs (augsnesagums). Tas ir
svafigs @ditajs augsnes kvalitei. Tas ietekra augu rabu, razas piearotibu, augu babas
vielu pieejaribu un augsnes mikroorganismu akétiitkas ietekm galvenos augsnes procesus,
tostarp siltumrcefekta gzu emisiju, pieraram, siipelka oksds, meins un oglela dioksds. Lai
gan EC, nesniedz tieSu specifisko jon@rijmmus, vai 8lu savienojumus, tas ir savstgip
saistts ar nitdta, kilija, natrija, hlofida, sulfits, un amonjaka konceatiju. Augsnes EC

noteikSana varii érts un ekonomisks veidsa koteikt pieejamo 3peka (N) koncen#ciju.

Raksturgakie faktori, kas ietek@ EC ietver augsnes mirsvrielas, klimats, un augsnes

strukiira.
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1.4.3. Mikroorganismu elpoSanas intensiite

Mikroorganismu elpoSanas intemsitizmanto K vienu no svagakajiem @aditajiem
biodegardcijas procesa n@vteSanai. Augsnes elposSana ir ogeelioksda (CO2) mrjjums, kas
tiek atbivots no augsnes, gafot augsnes organisko matdui (SOM) ko veic augsnes
mikroorganismi, augu sald elpoSana un augsnes fauna. Tas irigsaiditajs augsnes veséhi,
jo tas no#da mikroorganismu aktivites pakpi, SOM saturu unas sadaBanos. Sisaditajs
pamada batbas vielu ietvelis organisks vielas un kas tiek apverstas par pieejaikiem
savienojumiem augu kualtam (pieneram, fosfiti ka PO4, sipela nitrati ka NO3, un suliti ka
S04).Istermia jedziens augsts augsnes elpoSaadgajs ne viennar ir labakais; tas var liecidt
par nestabilu si8u un augsnes organisko vielu zudumu (SOMNpEd parmeriga augsnes

apstade, vai citi faktori, pazemina augsnes vesel(Anorims)
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2. MATERI ALI UN METODES

2.1. Materiali
Laboratorijas trauki un instrumenti: stiklaggenes, stikla kolbas, stiklaanmilindri, skalpelis,
stikla ghzes, sikla njinas (,Simax”, Cehija; ,Pyrex”, Anglija; ,TGI", Vacija); 500 ml
Erlenmeijera kolbas, 10-un 20-ML dozators, 50métar kElspuldze.
PipeSu uzda koniskas negenes (3 mL, 30 mL, 50 mL), Petri plates (d= 60mawfpnatiskas
pipetes(,Huawei’Kina); 5L plastmasas trauki. Filtrpap (“Nuova Aptaca”, klija); metila un
plastmasas Bgenu statvi (“Nuova Aptaca”, ltlija); parafilma (,Alcan”, ASV); spirta lampia
(“TGI", V acija).

2.2. lekartas

Analitiskie svari Tecator 6110 Balance (,Tecatorjcifa); gaismas mikroskops (,Motic”,

DM - 1802 — A, Kina); fotoapaits (,Olympus”, Kina); pH-metrs Hanna pH 213 (,Hanna
Instruments”, Mcija); svari (,Kern EG/EW”, \cija); termostats (,Labof’, Urdija);
Zawjamais skapis (KC-65, Polija); elektovtspeju meriSanas iace (SensoDirect Con 110);

magretiskais maigtajs (MM3M, Krivija).

2.3.Datu matenatiska un statistiska apstrade

Matenstiskajiem ap&kiniem izmantota datorprogramma Microsoft Excel,akapiekinatas
vidgjas \ertibas un standartnovirzes (P<0.0Btiskuma Tmenis).
2.4. Piedrpota grunts
Grunts (1.tabula). 3 vigi paraugi, kurus iedca no Om-1m; 1m-2m; un 2m-3m tmna; 15 L no
katra.
1.tabula.
Grunts paraugu testanas rezulti. Kopgja fosfora, sipela, odadenrazu koncenticija un pH
vértibas. (Intergeo-R).
Table 1
Solil testing results. Concentration of the totabgphorus, nitrogen, hydrocarbons and the pH

value. (Data were provided by Intergeo-R).

Grunts paraugu Peop: | Nkop:, pH- | NPI
ilevakSanas dtums, m | mg/kg | mg/kg| KCI
I:)total Ntotal
Sampling depth, m mg/kgmg/kg mg/kg
| — [Om-1m] 60 341 3.98| 21200
I —[1m-2m] 47 260 4.00 807p
Il — [2m-3m] 42 197 4.20 340D
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2.5. Eksperimenta skma

Eksperimentu veica 5L plastmasas traukos pie°@3 laboratorijas apaklos. Katram
traukam tika pievienots 1 L mitras grunts (2A.atkatram no s grunts variantiem (no dada
dziluma) testja tris apstides veidus un kontroli bez apstes, divos atktojumos. Kop 24
trauki (2B.att.).

Grunti inkulgja atwerta trauka, grunti periodiski samaisot (reizi 48st.). Traukernetiski taigja

ciet, merot mikroorganismu elposanas inteasif5 reizes pa 4 st., 23 diennakts Bik

1' 1 2. 1 3. 1 4-
Without treatment : Mix A : Mix B 1 Mix C
oYY MY Y
| [1a |[1b |i|2a||2b i/ 3a | |3 ! 4a | 4b
- ] | I &
e : i el Ol O
(1"2) 1a | 1b i 2a |2b |3 [3b i 4a @ 4b
B 1
" g o ) @l :@@ =Y
oL & | | b | {28 ' 261 {183 '8p | | 4a
B

2.atels. Eksperimenta &ima. A - Eksperimenta i#oSana plastmasas traukos; B — grunts
apstades veidi. Piedevu sast katram apsides veidam ir nadits 2.tabu. I, Il, Ill — grunts
ievakSanas diums, attietgi, Om-1m; 1m-2m; 2m-3m. Trauks satur 1 L gruntatrK variants

lerikots divos atkrtojumos (a, b).

Figure 2. Experiment scheme. A - Experiment setupplastic bottles. B — types of soil
treatment. Composition of amendments for eachrreat type is shown in Table 2. I; II; Il —
soil sampling depth Om-1m; 1m-2m; 2m-3m, respebtivd bottle contains 1 L soil. Each set
was performed in duplicate (a, b).
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2.6. Piedevas biostimuicijai

Lai stimuktu mikroorganismu aktiviti, bafbas u.c. vielu kompacija tika pievienota
gruntij eksperimenta 2.dier(2.tab.) un pc 14 dieam (3.tab.). Mix A, Mix B un Mix C atbilst,
attieagi, 2., 3. un 4. variantam.

Kapostu lapu ekstrakt®agatavoSana: 1 kg svaigu gakdpostu lapas sagrieza gahals,

pievienoja 1 lidens un &rija 100C 30 minites, @c tam &idrumu atdzeda un izfiltréja caur
Miliporu filtru (Millipore), 0,45 um, satja kolbas un sterilizja pie 0,5 atmosfam 15 mirnites.
Sagatavotolddrumu uzglabja +4°C idz izmantoSanas ioim (Muter et al., 2008).

2.tabula
Piedevu sasvs 1.biostimuicijai (pec 2 dienu inkubcijas).
Table 2
Composition of amendments for th& diostimulation (after 2 days incubation).

Sastivddas uz 1L/ Compounds per 1L Mix A Mix B Mix C

Bioversal HC/HC-S, 1% 30 mL 30 mL 30 mL

(NH4)>SO, 29 29 29

CaCQ 509 - -

Melase, 30% 3.3mL - -

Kapostu lapu ekstrakisen, 100% 50 mL - -

Rauga ekstrakts, 10% 5 mL - -

Kokogle (iedita no koksnes) - 259 -

Kapostu biomasage ekstrakcijas - - 80 g
3.tabula

Piedevu sasvs 2.biostimuicijai (pec 14 dienu inkuficijas).

Table 3

Composition of amendments for th¥ Biostimulation (after 14 days incubation).

Sastivddas uz 1L / Compounds per Mix A* Mix B* Mix C*
1L

Bioversal HC/HC-S, 1% 30 mL 30 mL 30 mL
(NH4)2SOy 29 29 29
CaCQ - - -
Melase, 30% 3.3mL - -
Kapostu lapu ekstrakiden 50 mL - -
Rauga ekstraktsYeast extract, 10% 5 ml - -
kokogle (ied@ita no koksnes) - - -
Kapostu biomasage ekstrakcijas 50 mL - -
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Kapostu lapu ekstrakta (KLE) izmantoSnaia biostioigs formul ir Sads pamatojums.
KLE stimule dazdu mikroorganismu augSanu un akfitiit piemeram, streptokokugAyers and
Mudge, 1921)Masu Etijjumos bija pieidita KLE stimuEjosa ietekme uz nitroaroatisko vielu
biodegradciju (Muter et al., 2008)Bija saidzinati 6 kapostu kultiari péc to sastva, t.sk., C, N,
redu@josSo cukuru koncerdcijas (4.tab.)(Grube et al., 2008)Acimredzot, KLE ietekme uz
mikroorganismu aktiviti ir atkarigs no mikroorganisma sugas uapgstu fizikali- kimiskam
ipa3bam. Turklat, augsnespadbas un KLE pagatavoSanasssia ar ietkent biodegradcijas
dinamiku(Muter et al., 2008; Grube et al., 2008).

4.tabula
OgleKa, slapela un redugoSo cukuru koncericija dazdos Kipostu lapu ekstraktos (1-3 —
baltie kaposti; 4 — savojasaposti; 5 — knas kposti; 6 — sarkaniedposti).(Grube et al., 2008).
Table 4
The content of carbon, nitrogen and reducing sugad#ferent CLE (1-3 — White cabbage; 4 —
Savoy cabbage; 5 — Chinese cabbage; 6 — Red cgb{fagee et al., 2008).

CLE Carbon Total nitrogen N/C  Sucrose Glucose Fructose Total reducing
sample® (vol.%) (vol%) (2100ml™") (gl00ml™") (g 100 ml h sugars (g 100 ml™")
l 0555 0.38 068 057 7.08 6.03 13.68

2 1.186 0.29 024 1.33 13.41 10.24 24.98

3 1.221 0.57 047 1.4 11.01 8.74 20.79

4 1.186 1.00 084 138 6.06 4.97 1241

5 0.823 0.38 046 0.64 6.38 5.51 12.53

6 1.251 0.22 0.18 2.09 10.79 8.30 21.18

Koksnes biooglesavienai no piedeam (Mix B, 3.tab.) izmantoSanai iads pamatojums.
Bioogli plasi izmanto augsnes allils paaugstisanai, & afi piesrnotas augsnes atiSanai un
atves¢oSanai. Bioogles svaakasipasbas ir §das: paaugstina pHnheni; nodroSina augsni ar
C, N, P un mikroelementiem, un adr, kalpo K sorbents; irdina augsni, veicinot a&ju.
Bioogles ietekme uz augsngzasbam liela mera ir atkafga no ogles izejmatata, pirolizes
apstkliem, s koncenticijas augst augsnes sasta. Eksperimemtizmantopm bioogli, kuru
tesgjam iepriek§jos eksperimentos par pestia biodegraaciju (5.tab.)(Muter et al., 2014).
Bioogles piegdatajs: Black Carbon A/S, Barritskovvej 36, 7150 Barbenmark.
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5.tabula

Koksnes bioogles fiziiti kimiskasipa3bas(Muter et al., 2014).
Table 5

Physicochemical properties of woodchip biocfMuter et al., 2014).

Koksnes
Prametrs bioogle
pH [KCI] 7.39
Redoks potencials, mV -26.6
Pelni, % 3.3
N, % 0.28
C, % 85.76
S, ppm 47.90
H, % 2.456
0, % 2.475
BET virsma, m? g™’ 3.72
Kopéjais poru tilpums, m3® g™ 2.83
Mikroporu tilpums, m3 g™ 1.53
Poru izmeérs, nm 25.4
HCl sorbcija, mg g™ 11.8

2.7. Bakieriju konsorcijs bioaugmentacijai

Baktriju konsorcijs ar omidenrazu degraét spEju sasiv no pieciemStenotrophomonas

maltophiliacelmiem un is Pseudomonaspp. celmien{Laskovs et al., 2011).

2.8. Fizikali- kKimisko raditaju testeSana
Grunts mitrumu noteicaag¢jot gais Iidz konstantam svaram. Grunts pHma 1 M KCI
suspenzj (1:4) pie 23°C ar pH metru Hanna Instruments pH 213, iepriekibigot elektrodu.

Elektrovadtsgeju noteicaidens suspenzij(1:2) ar Conductivity meter SensoDirect Con 110.

2.9. Gyg noteikSanas metode gc Walkley-Black

Corg NOteica pc Walkley-Black metodefSchulte, 1988).

Reaenti: H;P0,85%., koncentta €rskibe H, SOQ, (96%).,NaF — ciets

Standart§idums0. 167M KCn0O;: iz&idina 49.04 g (105 ° C) Xr,O, uden to kargjot un
at&kaida idz 1 L.
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0.5 M Fé* &idums iz&idina 196.1 g Fe (N » (SQ) » 6H,0 800 mludens kas satur 20 ml

koncentétas HSO, un at&aida idz 1 L. Fé* Sap Siduma Ienam oksidctjas gai4.

Ferroin indikatorsLénam iz&idina 3,71 g o-fenantrla un 1,74 g FeSO 7H,O 250 mladens.

Norise

1.

lesver 0,101dz 2,00 g #vétu augsnes paraugu uarpes uz 500 ml Erlenmeijera kolbu.
Paraugamapit 10 lidz 25 mg organigkC (17-43 mg organisko vielu). 1 g augsnes
parauga Btu 1,2-4,3% organisko vielu. Izmantatlz 2,0 g parauga kas ir gaiSagdas
un 0,1 g parauga tums organisks augsas.

Ar pipeti pievieno 10 mL 0.167 M Cr,O,.

Ar dozatoru pievieno 20 ml koncegtias H2SO4 un maigi virpajot

samaisa. lzvaities no @armerigas kratSanas, jo rezuita organiskis ddinas no Eiduma
pielips pie kolbas siem.

Lauj nosiveties 30 mimites. Kolbas gnovieto uz karstuma néksoSu spilventiu, lai
NOVErstu @rmerigi strauju siltuma zudumu.

Suspensiju ak®@ida ar aptuveni 200 midens, lai nodroSitu skaideku suspensiju
apskatei.

Pievieno 10 ml 85% HPQ,, izmantojot pierdrotu dozatoru, un 0,2 g NaF.:PO, un
NaF pievieno pie P&, kas nogdis uz titeSanas be@m.

Pievieno 10 pilienus ferroin indikatora. Indikatgapievieno tieSi pirms tigSanas, lai
izvairitos no absorbcijas deakinijas uz nala virsmam.

Titre ar 0,5 M Fé&" + lidz bordo kiisojumam. 8kuma iduma késa ir dzeltena, oranza
Iidz tumSi z#ai, atkarba no nereggjusa K,Cr,O, apjoma, kas griet uz ddkaini pekku
pirms titranta beigm un Ec tam kasa strauji maifis uz ina sarkanu tigSanas beis.
Izmantot magetisko maistaju un kwlspuldzi spdinot cauri &idumam ir viedgik redzt
dulkaina &kiduma kasu (dienasgaismas apgaismojums dokliraggl kiasojumu).

2.10. Mikrobiologiska tesi&Sana

Kolonijas veidojoSo viettbu (KVV) skaitu noteica, iZgot grunts suspenzijas decilos

at&aidijumus uz agaritas barotnes. Aerobo heterotrofo bakt KVV skaita noteikSanai

izmantoja Tryptone Glucose Yeast Extract Agar (T&Hin) (inkulacijas periods 24st. pie 37

°C); micglijsénu un rauga KVV noteikSanai — Rose Bengal Agar Wtihoramphenicol (Biolife,

Italy) (inkubacijas periods 96st. pie 23C); odudegrazus degragjoSo mikroorganismu KKV

noteikSanai -Bushnell Haas (pH 7.0 +/- 0.2) (barotni ar 2 % agan 1% tzddegvielas

(inkubacijas periods 7 diennakts pie 32).
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Mikroorgansimu elpoSanas interit noteica, ievietojot svergki ar 5 mL 0.1 M NaOH

eksperimerila trauld ar grunti un aizverot trauku.e® 4 stundu inkuicijas NaOH Eidumu

titrgja ar 0.1 M HCI, iepriekS tam pievienojot indikatof% fenolftalenu. Odskabas cazes
koncentaciju noteica pc (Rowel, 1994).

6.tabula

Bushnell Haas barotnes sast.

Table 6

Bushnell Haas medium composition.

Sastvddas g/L
Magnija sulfits 0.2
Kalcija hlofids 0.02
Kalija fosfats 1.0
Kalija hidrogenfosfats 1.0
Amonija nitrats 1.0
Dzelzs hlotds 0.05
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Grunts pH \ertibu izmainas atkariba no pievienotis CaCQO; koncentracijas

Lai paaugstiatu grunts pH imeni, saldzinaja CaCQ dazdu koncenticiju ietekmi uz
grunts pH. K redzams 3. ata CaCQ pievienoSana 0.5% konceitija paaugstina pHirneni
vidgji tris dziuma shniem no 3.91dz 6.2, kas vatu lab\eligi ieteknet bakeriju dzivotsgEju un
biodegradcijas aktiviti (3,4.att.). No testiem variantiem, tikai 2.variantam bija ajste ar Ca
karboratu. TreSaj at€la var redzt ka 0,5% CaCQir nogulsijies grunts augjos sknos.

mO 001

s

[0-1] [1-2] [2-3]

Grunts dzilums, m

3.atels. Grunts pH ®rtibu izmahas atkaiba no pievienats CaCQ koncentacijas.

0; 1; 5; 10 - CaCe@koncenticijas (%, wiw).

Figure 3. Changes of the soil pH value in depenelemcthe concentration of Cag@dded to
soil. 0; 1; 5; 10 — concentration of Cag@bo, w/w).
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4.atels. Grunts bez apgnles (1) un ar 0.5% CaG@2). A — sausa grunts; B — gruntarsl
sedimendcijas rezulita aden.
Figure 4. Soil without treatment (1) and amendeith @i5% CaC@ A — dry soil; B — soil layers

after sedimentation in water.

3.2. Grunts pH \ertibas un elektrovadtspeja variantos ar dazadiem
apstrades veidiem jgc 23 diennakts inkukacijas
Aplukojot grunts pH @rtibas daZdos dzjumos gc 23 diennakin (5.atelsA), var redzt,
ka 2. variantam, pateicoties lkaSanai, pH imenis ir normas robag, kas atbilst
mikroorganismiem optialajam augsnes pHrhenim kas ir 6-7. Augsnes pkirlenis [2m-3m]
dziluma statistiski ltiski atiras ar paraugu kas tikaemts no [Om-1m] dhuma. TreSajam un
ceturtajam paraugam pHnienis statistiski ditiski neatgiras no kontroles varianta, kur pH

[imenis ir virs 3,5.

Nosakot augsnes elektrovtsteju (5.att.B) var nosrot, ka kontroles variantam EClati
zems, t.i., no 0.0115dz 0.022 mS cfh, kas liecina paloti zemu §]u saturu augsn Saidzinot
2.,3., un 4.variantu var nénot, ka 4.variantam ir visaugsa elektrovad@sygja, kas liecina par
optimalu saJu, mineélvielu daudzumu, ko vatu uzmemt mikroorganismi. Elektrovatdejas
vértibas koret ar NOy, K, Na', CI, SQ%, NH," jonu koncenticiju augsi (Sumner, M. E., and
W. P. Miller. 1996)

Safkdzinot grunts pH &rtibas ar elektrovatspeju (5.att.A,B), kontroles variantam ir
visnelabligakie augSanas ap&ii mikroorganismu sekigai atistibai, jo pH imenis ir mazks
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par 4 un grunts elektrovaidgja aff ir loti zema, savukt peéc 23 diennaksu ilgu inkulsijas

perioda 2.variantam ir vispiegdrotakie apsikli mikroorganismu augSanai un iatibai.

9 1l 0O2
8 _E3 @4
6
L 5
4
3 ,
2 ,
1 ,
0 |
[0-1] [1-2] [2-3]
Grunts dzilums, m
A
3
2,5 T .
g 2 T
o
2 15
)
w 1
1o}
= N i
0,5
S S
0
[0-1] [1-2] [2-3]
Grunts dzilums, m
B

5.at€ls. pH \ertibas un elektrovatspeja gruni pec 23 dienu eksperimenta. 1, 2, 3, 4 — aplsts
veidi (apstides veidu atSifjumu skat. 1.att., 4.,5.tab.).
Figure 5. The pH values and electrical conductiintgoil after 23 days experiment. 1, 2, 3, 4 —

types of treatment (description of treatments sd€g.1, Tables 4 and 5).
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3.3. Mikroorganismu elpoSanas intensitte grunti inkubacijas laika

Baribas u.c. pagvielu pievienoSana gruntij iéxojami stimuéja mikroorganismu aktiviti
(6.att.). Ta, pec 48st. inkubcijas kopS biostimakijas, mikroorganismu elpoSanas inteftsit
variantos ar Mix A un Mix C sashiedza atigic 2.64 CQ kg dw* st'un 2.17 mg C@kg dw*
st. Otrajam variantam elpo$anas inteitsitbija visizteikiika, safdzinot ar visiem testiem
variantiem,Nemot \&ra komplekso formulu grunts apatiei (Mix A), nav iespjams seciat par
katras atsevi@s sagivddas efektivititi biostimiacijas proces Lai optimiZtu piedevas sasiu,
ir nepiecieSami papildus eksperimenti. Ceturtajaatiantam elpoSanas interasét af bija
saidzinoSi augsta, ¢ sasivddu pievienoSanas. #postu lapu gabali grunti padara irdexku
un mikroorganismiem tiek nodro&tn aerobi apgikli, tapec biodegradcija var notikt daudz
sekmgak. Tau pec 2.biostimuicijas 14 died, var noérot elpoSanas intensies
samaziasanos. Savukt, variant ar pievienoto bioogli (Mix B), mikroorganismu ekenas
intensifite bija saldzinama ar kontroli bez apgiles, attietgi, 0.74 CQ kg dw* st*un 0.49 CQ
kg dw* st (6.att.).
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6.atels. Mikroorganismu elposSanas inteatst grunt inkubacijas laika. Sarkanas bultas raata

uz barbas vielu pievienoSanas dienu (1. un 2.biostisija). 1, 2, 3, 4 — apgides veidi
(apstades veidu atSifijumu skat. 2.att., 4.,5.tab.). A, B — identiskiidaspoguti dazda veida.
Figuure 6. Intensity of microbial respiration inlsturing incubation. Red arrows indicate to the
biostimulation ( and 2¢ biostimulation). 1, 2, 3, 4 — types of treatmedegcription of
treatments see in Fig.2, Tables 4 and 5). A, Bentidal data are shown by different chart types.

3.4.Grunts mitruma ietekme uz mikroorganismu aktivitati

Ka zinams, mitrums var iedrojami ietekngt augsnes mikroorganismu aktatit mainot s
fizikali-kimiskas ipadbas, t.sk. skbeKa pieejartbu. Gruntij tika noteikts mitruma proceatais
daudzums, ko var apskiab.Aat€la. Ka redzams liglkais mitruma daudzums bija kontroles
variantam [Om — 2m] daimam.Udens daudzums paliefis grunt, palielinoties ddumam, &
redzams paraugiem, kaemti dziakos shnos, & vizuali izskatas bivaka. Aplikojot grunts
konsistenci un kisu ir iesgjams saskatt virsgjo slanu [Om-1m] liekko piesrpojumu ar
ogludenraziem, kas atbilstimiskas tes¢Sanas rezuitiem (1.tab.). Odegprazu frakcija grunts
virsgjos shnos [Om-1m] ir ie¥rojami lielaka un to dénas ir izlartotas biezk. Savulart grunts
dzilakos shnos tika noerots, ka ogfidenrazu piesrpojuma fragmenti diametrr daudz lieikas

[b cm, t&u to sastoparbas biezums augstija ieverojami retks.
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7.atéls. Grunts paraugu &t$ibas @c mitruma. A — mitrumaadijumi; B — grunts konsistence
un kiasa. 1, 2, 3, 4 — apsttes veidi (apsides veidu atSifijumu skat. 2.att., 4.,5.tab.).

Figure 7. Difference of soil samples by their maist A — data on moisture; B — soil consistence

and color. 1, 2, 3, 4 — types of treatment (desonpof treatments see in Fig.2, Tables 4 and 5).
3.5. Grunts mikrobiologiska tes€Sana

Grunts mikrobiolgiska test€Sana ietéra parbaudi uz daddu mikroorganismu fiziolgisko
grupu (t.i., aerobo heteterotrofu, aktinomiceSugeaun micelijgnu) Klatbatni. Grunts (kontroles
variants, bez apsides) suspensijas kulti$anas rezulta netika konst@ta neviena KVV.

Turpnmako inkulkicijas periodu a€jot augsni (23 dienas) iarnetika noteikta neviena
mikroorganismu kolonija.
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Saldzinot visus fis variantus visliékais KVV skaits tika konstats otrajam variantam,.
3. un 4. variantiem arkonstatts sandra augsts KVV skaits, toam tas bija iegrojami =2-3

pakapes) mazks, saldzinot ar 2.variantu (8.A,B.att.).

Grunts suspensiju inkéfa uz selelkias barotnes, kuraiidgdegviela ir pievienota &
vierigais ogleka avots. Sis tests piefija, ka mikroorganismiem grunpienit ogladeprazu

degradcijas aktiviate (8.C.att.).

Micelijsénu un aktinomiceSu kolonijas nebija konstat nevied no testtajiem variantiem.
TreSajam un ceturtajam vaiantam tika koreéet af raugu &nas (9.att.)
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skaits grurit dinamika. Tryptone Glucose Yeast Extract Agar. B — Platekaonijam. C —
Bushnell Haas ar 2% agaru un 1%dbegvielu. Rc 7 dienu inkubcijas agaru ar kolordm
nokrasoja ar DCPIP (2.6-dichlorphenol indophenol), kglokontrastkai vizualizcijai.

Figure 8. The number of colony forming units (CRW)soil during incubation. A — CFU count
in soil in dynamics. Tryptone Glucose Yeast Extracar. B — Plates with colonies. C —
Bushnell Haas with 2% agar and 1% diesel oil. Aftetays incubation, the agar with colonies
was stained with DCPIP (2.6-dichlorphenol indopHenéor more contract visualization.

9.attls. Rauga koloniju veidoSana. A — plate ar raugiorkfam. Rose Bengal Agar with
Chloramphenicol. B, C — Raugarté mikrogéfijas. Bar=10um.

Figure 9. Growth of yeast colonies. A — plate wyisast colonies. Rose Bengal Agar with
Chloramphenicol. B, C — Yeast cells micrographg=Baum.

3.6. Organiska oglekla daudzuma noteikSana grurit

Organisk oglela (Gyg) koncenticijas noteikSanu veica areni saidzinat Corg grunt bez
apstades un pc 23 d. eksperimenta. T@m saidzinot ieditos datus, var sedt ka Ec 23 d.
inkubacijas \&l nav iesgjams ar So metodi néxot bitiskas atkiribas starp dadiem grunts

apstades veidiem un kontroli.
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Dotajam piesrnojumam ir izteikti diskéts raksturs, jo gruntatrodas deda iznera
ogludenrazu frakcijas, kas ietelkdmoteikSanas precizii. Visi tris apstides veidi ietver sav
baifbas vielu un organisko vuelu pievienoSanu grumfidz ar to, kopja organisié ogleda

koncentécija paraugos sast no grunts un biostimatijas kompozijas organikas.

Ir noverota tendence & samaziaties no grunts viga shpa uz dziumu (10.att.). &da

tendence ir arogludenrazu koncentcijai (11.att.).

Grunts testSana uz ogdegprazu koncenficiju ar hromatogifijas metodi piekdija NPI

samazifsanos pc 23 d. apsades. Tas attiecams uz visiem fis dziuma paraugiem (11.att.).
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10.atels. Organisk oglekda daudzuma noteikSana grupéc 23 dienu inkuficijas. 1, 2, 3, 4 —
apstades veidi (apsides veidu atSijumu skait 1.att., 4.,5.tab.).
Figure 10. Measurement of organic carbon in sadraé23 days incubation. 1, 2, 3, 4 — types of

treatment (description of treatments see in Figables 4 and 5).

31



25000

20000 -
o))
4
(@)
E 15000 -
o _
N m [0-1]
10000 012
2-3
5000 - m[2-3]
0 . A = s

1 2 4

Apstrades veidi

11.atels. Odudenrazu koncenticija grunt pec 23 dienu inkuficijas. 1, 2, 4 - apstdes veidi 1
(apstades veidu atSifijumu skat. 2.att., 4.,5.tab.). NPI — naftas produitiekss. (Intergeo-R).

Figure 11. Concentration of hydrocarbons in saieaR3 days incubation. 1, 2, 4 — types of
treatment (description of treatments see in Figaghles 4 and 5). NPI — hydrocarbon oil index.

(Data were provided by Intergeo-R).
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4. SECINAJUMI

1. Tesktaja gruni (no tAs dziuma imepiem) netika konstats neviens
mikroorganisms, kur$ spu veidot koloniju. Tas nada uz obligtu bioaugmericiju
(mikroorganismu pievienoSana augsnei), lai akas biodegradcijas procesu.
Eksperimerit izmantots bak¥iju konsorcijs, kurs 23 diennakSu eksperimaent
demonstEja augstu izdwosanu £10° KVV g™) un elpo$anas intensii

2. Bafibas u.c. pagvielu pievienoSana gruntij i€éxojami stimuja mikroorganismu
elpoSanas intengii, kura gEc 48st. inkubcijas variantos ar Mix A un Mix C
sasniedza attiggi, 2.64 CQ kg dw' st*un 2.17 mg C@kg dw’ st*. Nemot \&ra
komplekso formulu grunts apstiei, nav iespjams seciat par katras atsewas
sasivddas efektivigti biostimiacijas proces Lai optimiZtu piedevas sastu, ir
nepiecieSami papildus eksperimenti.

3. Grunts tegBana uz ogidenrazu koncenficiju ar hromatodifijas metodi pieidija
NPI samaziaSanos pc 23 d. apsades. Tas attiecims uz visiem s dziuma
paraugiem.

4. Koksnes bioogles pievienoSana pigetajai gruntij 2,5% konceriicija neuzadija
biodegradcijas stimu&joSo efektu testajos apsiklos.

5. Mitruma daudzums grunts paraugosirs#as no 5% idz 19 %. Tordr, §sS
atiribas lutiski neietkngja mikroorganismu koncerairiju un aktiviéti. NoteicoSais

procesa norisbija grunts apsides veids.
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Eglitis A., Dokukins E., Berzins A., Muter O. Sdluts for decreasing a crude oil
inherent toxicity to bacteria-biodegradeisurnal of Biotechnologyin Press, European
Biotechnology Congress, Riga, Latvia, May 5-7, 2016

Solutions for decreasing a crude oil inherent
toxicity to bacteria-biodegraders

Arturs Eglitis, Eduards Dokukins, Andrejs Berzins, Olga Muter
Institute of Microbiology & Biotechnology, University of Latvia, 1 Jelgavas Str., Riga LV-1004, Latvia

Materials & Methods

The bacterial consortium with hydrocarbons degrading activity containing five
Stenotrophomonas maltophilia strains and three Pseudomonas spp., was used in this study
[1]. Oxygen consumption by consortium bacteria was measured using OxiTop® OC100
Inductive Stirring System (WTW Measurement Systems, Germany). The bottles contained
BH medium as a base, and the total volume of liquid in one bottle was 100 mL. Ceramic
granules fabricated from Quaternary clay at 1200 °C, were tested for their flotation ability in
the water model system containing silicone oil. In the biodegradation experiments with soil
contaminated by crude oil, microbial activity was estimated by respiration intensity
chromatography methods. An intensity of microbial respiration was determined by titration of
5 mL 0.1 M NaCH with 0.1 M HCI, using 1% phenolphthalein as an indicator, after 4 h
incubation of the flask with NaOH in the (closed) bottle with soil.

Introduction

Microorganisms with hydrocarbons-degrading
activity have a great biotechnological potential.
However, the process of biodegradation could be
notably inhibited due to an inherent toxicity of crude
oil. A broad spectrum of technological solutions has
been recently applied worldwide to overcome this
limitation. Our study was focused on the optimization
of environmental conditions for bacterial activity in
the presence of crude oil. It attributed to both,
production of microbial biomass and its introduction
to the contaminated soil/water.

Results & Discussion
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Experiments on adaptation of bacterial culture to the
hydrocarbons during serial inoculations have revealed the
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bacteria growth in medium with 0.5% molasses, addition of
contaminated soil resulted in a decrease of BOD, as compared
to the sets with media amended by paraffin and diesel, i.e., 628
+28mg0O,L";806 +70mg O, L"and 821 + 14 mg O, L,
respectively (Fig. 2) [2].

Fig.1. Evolution of the biological oxygen demand by bacterial
consortium during serial inoculations in the OxiTop® OC 100
system (20°C). Paraffin was used as a nutrient amendment to the
BH medium. P1, PIl - 3 vol% paraffin; S — 3g soil in BH medium
without consortium. Pl contained 95 mL BH medium; 3g soil
contaminated with crude oil and 2 mL inoculum from the series Il
‘with corresponding amendment. |, Il, 11l — serial ineculations of
bacterial consortium

Fig.2. Biological oxygen demand by bacterial consortium
incubated in BH broth with soil (S) contaminated by crude
oil (94020 + 990 mg kg''). Bacterial consortium was
previously incubated in the presence of 0.5% molasses
(MIll); 3% paraffin (PIll) and 3% diesel oil (DHIl). Each
bottle contained 95 mL BH medium; 3g soil contaminated
with crude il and 2 mL inoculum from the series I1.

Immobilization of cells on the ceramic support was performed. Alterations in cell
growth, physiology and metabalic activity may be induced by cell immobilization. A
selection of the most appropriate types of ceramic beads for bacteria
immobilization was made in our earlier study [3]. Besides, the beads with a density
below 1 g cm * were fabricated and tested for capturing the floating oils. The
presence of oil in the liquid phase improved granules’ flotation, probably due to
sorption of oil by ceramics. Granules were shown to be appropriate for bacterial
colonization. Randomly distributed cells as well as microcolonies were detected
on the surface of granules (Fig. 3). Bacteria formed long finger-like colonies on the
surface and the colonies were not observed deep inside pores [4].
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Fig.3. Surface of ceramic granules. A— size and shape of the granules; B — light micrograph; G -
cenfocal laser scanning micrographs of ceramic granules after the 70 day flotation experiment in water

model system (WMS) spiked with mineral oil and bi by a hydrocarbo bacterial
consertium. Green colour corresponds to abiotic, while red and yellow — biotic substances, respectively.
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culturable microorganisms. Addition of a specific nutrient 3 0
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formulation to soil resulted in a considerable increase of microbial o 5 10
respiration activity (Fig.4), as well as appearance of culturable
yeasts. Chromatography analysis indicated, that biostimulation
resulted in a decrease of hydrocarbons concentration in soil during
14 days laboratory experiment (Fig.5).
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Fig.5. Changes of the hydrocarbons concentratien in soil after

Fig.4. Intensity of microbial respiration in soil during 14 days laboratory experiment. HOI — hydrocarbon oil index

incubation
Conclusions

Bacterial respiration studied in the OxiTop® device, indicated that a directed evolution in case of the paraffin-
amended medium considerably improved the bacterial activity.
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Ceramic granules fabricated from Quaternary clay at 1200 °C, were shown to have a high flotation ability
during the first 20 days, which was increased by the presence of oil in the water model system. Granules
were shown to be appropriate for bacterial colonization.

Addition of a specific nutrient formulation to soil resulted in a considerable increase of microbial respiration
activity. Further study on soil clean-up technology is necessary, with emphasis on: i) maintaining the
microbial activity during a long period, when easily degradable hydrocarbons are degraded; ii) scaling-up of
the process, according to the specific environmental conditions.
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