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Zastosowanie drozdzy Yarrowia lipolytica
do bioremediacji gruntu zanieczyszczonego olejem kreozotowym

Drozdze Yarrowia lipolytica wykazuja duze zdolno-
$ci asymilacyjne w stosunku do weglowodoréw i byty
juz wykorzystywane w procesie bioremediacji gruntow
zanieczyszczonych tymi substancjami [1-3]. Z uwagi na
wlasciwosci lipolityczne, byly tez stosowane do utyli-
zacji odpadéw rybnych i olejowych [4,5]. Mikroorgani-
zmy te wykorzystuja zanieczyszczenia weglowodorowe
w charakterze zrodta wegla i energii, a powstajaca biomasa
komérkowa oraz produkty metabolizmu (gtownie kwasy
organiczne, enzymy hydrolityczne i oksydoreduktazy) po-
prawiaja strukture¢ gleby oraz umozliwiajg rozwoj innych
organizméw. Wykazano, ze wprowadzenie drozdzy Y. lipo-
Iytica sprzyja ukorzenieniu roslin [6] oraz stymuluje proces
kietkowania ziaren zb6z w zanieczyszczonej glebie [7, 8].

W pracy podjeto probe zastosowania tego gatunku
drozdzy do wspomagania procesu oczyszczania gruntu
skazonego olejem kreozotowym na terenie zaktadu prze-
tworstwa drewna. Substancje zanieczyszczajace teren za-
ktadu pochodzity z jego podstawowej dziatalnos$ci, polega-
jacej na wykorzystaniu oleju kreozotowego do impregnacji
drewna. Kreozot jest substancja plynna, otrzymywang na
bazie smoty weglowej. W jego sktad wchodza zwiazki
o charakterze we¢glowodordw i ich pochodnych, gldwnie
wielopier$cieniowych ~ weglowodorow — aromatycznych
(WWA) [9]. Niektére z nich charakteryzujq si¢ wlasciwo-
$ciami mutagennymi i rakotwdrczymi [10]. Dlatego tez eli-
minacja tego typu zanieczyszczen z gruntu jest niezwykle
wazna, z uwagi na zagrozenia wynikajace z ich oddziaty-
wania na czlowieka i inne organizmy zywe.

Materiaty i metody

Proces oczyszczania gruntu skazonego olejem kreozo-
towym przeprowadzono w warunkach terenowych, sto-
sujac tzw. metodg rolniczg (landforming). Dziatalnos¢ de-
gradacyjna mikroorganizméw glebowych wspomagano po-
przez spulchnianie gruntu zwigkszajace dostgpnosé tlenu,
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a takze przez jego bioaugmentacj¢ biopreparatem zawie-
rajacym drozdze z gatunku Yarrowia lipolytica (A-101).
Wstepne badania wykazaty, ze mikroorganizmy te skutecz-
nie rozktadaja olej kreozotowy [11]. Doswiadczenia prze-
prowadzono na terenie wybranego zaktadu przetworstwa
drewna. Pole A (pow. ok. 0,12ha) objete bioremediacja
zostatlo wybrane na podstawie analizy zawartosci zanie-
czyszczen weglowodorowych w szesciu probkach gruntu
pobranych na jego terenie.

Szczep Y. lipolytica (A-101), uzyty do bioaugmentacji
gruntu, pochodzit z kolekeji kultur Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu. Hodowl¢ mikroorganizméw oraz ich na-
mnazanie w bioreaktorze przeprowadzono metoda opisang
w pracy [8]. Biopreparat przygotowano w postaci zawiesi-
ny lub unieruchomionych komoérek. Catos¢ hodowli (ptyn
po hodowli i biomasg¢) wykorzystano w postaci zawiesiny
rozprowadzonej na powierzchni gruntu. Do unieruchomie-
nia komérek drozdzy zastosowano alginian sodu i skrobie.
W pierwszym przypadku przygotowano 10dm> granulek
i nitek alginianowych (GA), a w drugim 10dm?> granulek
skrobiowych (GS) (rys. 1). Szczegdty dotyczace sposobu
otrzymywania biopreparatu GA opisano w pracy [8], a bio-
preparat GS otrzymano wg procedury dotyczacej drozdzy
Saccharomyces cerevisiae opisanej w pracy [12].

Pole A poddano mechanicznemu spulchnieniu, a na-
stgpnie podzielono na 24 bruzdy o glebokosci 30+50 cm.
Do bruzd o numerach 1-9 wprowadzono preparat drozdzy
unieruchomionych przy pomocy alginianu sodu (GA), a do
bruzd o numerach 13-22 preparat drozdzy unieruchomio-
nych przy pomocy skrobi (GS). Bruzdy o numerach 10-12
stanowity probke kontrolng I, a bruzdy o numerach 23 i 24
— prébke kontrolng I1. Do bruzd kontrolnych nie wprowa-
dzono preparatow drozdzowych. Po 10d od wprowadzenia
preparatow unieruchomionych komorek drozdzy na pole A,
powierzchniowo wprowadzono dodatkowo zawiesiny
drozdzy. Lacznie na pole A wprowadzono 2:10'? komérek
drozdzy (238 g w przeliczeniu na sucha masg — tab. 1).

Z uwagi na brak norm dotyczacych zasad pobierania
probek gruntu do badan chemicznych i mikrobiologicznych
(w normie [13] jest jedynie rozdziat o kategoryzacji probek
gruntu, a w normie [14] sa podane zasady badania pré-
bek gruntéw budowlanych), w celu ujednolicenia probek
z pola A z kazdej bruzdy na glebokosci 30-50cm co 1,5m
pobrano glebg 6+7-krotnie, starannie wymieszano i nastgp-
nie pobrano prébke reprezentatywna o objetosci 0,75 dm?.
Prébki oznaczono numerami bruzd, a nastgpnie przekazano
do pracowni mikrobiologicznej w Katedrze Biotechnologii
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Tabela 1. Charakterystyka drozdzy Y. lipolityca
Table 1. Characteristics of the yeasts Y. lipolityca

Drozdze unieruchomione Zawiesiny drozdzy
Bruzda objetosé liczba biomasa objetos¢ liczba biomasa
dm3 komorek g dm3 komorek g
1-9 10 (GA) 1012 87 2,5 2,45-1010 32
13-22 10 (GS) 1012 87 2,5 2,45-1010 32
10-12 (prébka kontrolna 1) 0 0 0
23-24 (probka kontrolna Il) 0 0 0
GA — granulki i nitki alginianowe, GS — granulki skrobiowe
Tabela 2. Liczba drobnoustrojéw w gruncie
Table 2. Number of microorganisms in the soil samples
Ogolna liczba bakterii Liczba drozdzy i plesni
_Bruzda jtk/g-108 jtkig-10*
(biopreparat)
VI1 2008 X 2008 IV 2009 VII 2008 X 2008 IV 2009

1-9 (GA) 7,48 4,12 2,24 4,46 4,96 16,6
10-12 (prébka kontrolna 1) 8,12 4,13 1,50 4,02 2,33 17,9
13-22 (GS) 8,96 9,86 4,15 4,59 3,46 22,12
23-24 (probka kontrolna Il) 12,75 4,46 1,48 2,40 4,15 14,58

GA — granulki i nitki alginianowe, GS — granulki skrobiowe

Rys. 1. Preparaty immobilizowanych drozdzy
Fig. 1. Preparations of immobilized yeasts

i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroclawiu. Probki do analiz chemicznych, w stanie
powietrzno-suchym (po 2+3tyg.), zostaly przekazane do
Laboratorium Analiz Srodowiskowych DM w Siechnicach.

Ogdlna liczbg drobnoustrojow oznaczono metoda posie-
wu powierzchniowego na agar odzywczy, a drozdzy i ple-
$ni — na agar ziemniaczany z oksytetracykling [15]. Liczbg
drobnoustrojéw w 1g gruntu podano jako jednostki two-
rzace kolonie (jtk). Do izolacji i identyfikacji drozdzy za-
stosowano odpowiednie podtoza hodowlane (YPG, MMT
z heksadekanem i podloze do produkcji cytrynianu) [16].
Oznaczenia przynaleznosci taksonomicznej autochtonicz-
nych szczepdw drozdzy dokonano testem API 32C, zgod-
nie z procedura podana przez producenta (bioMerieux,
Francja).

Zawartos¢ wielopierscieniowych weglowodoréw aro-
matycznych w gruncie oznaczono metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC FD) wg polskiej i euro-
pejskiej normy [19]. Sumaryczng zawarto$¢ weglowodo-
réw ropopochodnych (TPH) w glebie oznaczano metoda
chromatografii gazowej wg norm [19,20]. Przed przysta-
pieniem do oznaczen, 10 g gruntu powietrzno-suchego eks-
trahowano 10cm? pentanu, ekstrakt przefiltrowano, 1cm?
klarownego ekstraktu wysuszono i nastgpnie rozpuszczono
w lem? acetonitrylu.

Wyniki badan

Poczatkowa liczba mikroorganizméw zasiedlajacych za-
nieczyszczony grunt byla zréznicowana w poszczegolnych
bruzdach (tab. 2). Najwigcej bakterii wykryto w bruzdach
kontrolnych (12,75-10° jtk/g). Liczba grzybow byta zblizona
(bruzdy 1-22), wyjatek stanowita probka kontrolna II (bruz-
dy 22-24), gdzie byta ona prawie dwukrotnie mniejsza niz
w pozostatych. Przed wprowadzeniem biopreparatéw doko-
nano oznaczenia przynaleznosci taksonomicznej szczepow
drozdzy wchodzacych w sktad mikroflory autochtonicznej
gleby. Z siedmiu izolatow pozyskanych z badanego terenu,
w pigciu przypadkach zidentyfikowano drozdze z gatunku
Yarrowia lipolytica/Candida lipolytica (tab. 3).
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Tabela 3. Drozdze naturalnie wystepujgce w gruncie
Table 3. Yeast species naturally occurring in the soil samples

2 Cryptococcus albidus doskonata
21/ Candida lipolytica* doskonata
21/ Candida lipolytica* doskonata
24/l Rhodotorula glutinis mate rozrdznienie
24/ Candida lipolytica* doskonata
24/ Candida lipolytica* doskonata
24/IvV Candida lipolytica* doskonata

*Nazwa gatunkowa amorficznej postaci drozdzy Y. lipolytica [17,18]

Po trzech miesigcach bioremediacji (w pazdzierniku
2008 r.), zanotowano 2+3-krotne zmniejszenie liczby bak-
terii w gruncie, z wyjatkiem probek pochodzacych z bruzd
zaszczepionych drozdzami unieruchomionymi za pomoca
skrobi (GS), ktére zawieraly wigksza liczbe bakterii niz
przed wprowadzeniem biopreparatow. Przyczyny namna-
zania bakterii autochtonicznych gruntu nalezy upatrywaé
w wykorzystaniu przez nie skrobi w charakterze substra-
tu pokarmowego. Najmniejsza liczbg bakterii wykryto
w gruncie zaszczepionym drozdzami unieruchomionymi
za pomocg alginianu sodu (GA) oraz w bruzdach kontro-
Inych. Po zakonczeniu procesu bioremediacji zaobserwo-
wano wyrazng zmiang liczby bakterii i grzybow w oczysz-
czonym gruncie. W probkach pobranych po 9 miesigcach
(w kwietniu 2009 r.), stwierdzono mniejsza (2+9-krotnie)
liczbg bakterii oraz wigksza (4+6-krotnie) liczbg drozdzy
i plesni. W gruncie inokulowanym biopreparatem liczba
drozdzy i plesni, w porownaniu do liczby bakterii, wzrosta
nawet 10+35-krotnie. Zwigkszyla si¢ tez proporcja liczby
drozdzy do bakterii (tab. 4), co moze $wiadczy¢ o poprawie
struktury gleby.

Tabela 4. Stosunek liczby drozdzy do liczby bakterii w gruncie

Table 4. Proportion between the number of yeasts
and the number of bacteria in the soil

Liczba drozdzy:liczba bakterii
Bruzda
(biopreparat)
VII 2008 X 2008 IV 2009
1-9 (GA) 1:190 1:80 1:13
10-12 (pr. kontrolna I) 1:200 1:200 1:8
13-22 (GS) 1:180 1:330 1:18
23-24 (pr. kontrolna I1) 1:640 1:110 1:10

W toku procesu oczyszczania dokonano takze ozna-
czenia trwato$ci biopreparatdéw w gruncie oraz zywotnosSci
zawartych w nich drozdzy. Badania polegaty na separacji
granulek z gruntu i ich posiewie na standardowe podtoza
mikrobiologiczne. Odszukano granulki biopreparatu GA za-
wierajace drozdze Y. lipolytica unieruchomione za pomoca
alginianu sodu 1 wykazano ich zywotnos¢ (rys. 2). Pomimo
zdecydowanie wigkszych rozmiaréw nie udato si¢ ich odszu-
ka¢ w zadnej z bruzd biopreparatu GS zawierajacego droz-
dze unieruchomione za pomocg skrobi (rys. 1), ktdra zostata
najprawdopodobniej zdegradowana na drodze hydrolizy.

Przebieg procesu oczyszczania gruntu monitorowano
w oparciu o analiz¢ catkowitej zawarto$ci zanieczyszczen
ropopochodnych (TPH) oraz wielopierscieniowych weglo-
wodordéw aromatycznych (WWA). Wyniki analiz przed i po

Nitki alginianowe

Zawarte w nich drozdze wydzielajg kwas cytrynowy

Rys. 2. Zywe unieruchomione drozdze Y. lipolytica
w bruzdzie 1 po 10d od ich wprowadzenia

Fig. 2. Living immobilized Y. lipolytica yeasts in furrow No. 1
after 10 days following their introduction into the soil

bioremediacji podano odpowiednio w tabelach 51 6. Poczat-
kowa zawarto$¢ zanieczyszczen ropopochodnych w grun-
cie (w przeliczeniu na suchg mas¢) byta zblizona we wszyst-
kich bruzdach i miescita si¢ w zakresie 400-484 mg/kg.
Problematyczne okazaty si¢ wyniki analiz gruntu dokona-
nych po bioremediacji. Mimo zastosowania ujednolicone;j
metody poboru probek do analizy chromatograficznej, wy-
niki badan byty bardzo zréznicowane. Dotyczyto to zarow-
no bruzd kontrolnych, jak i zaszczepionych biopreparatem
drozdzowym. W poréwnaniu do probek pobranych w lipcu
2008 r., zawartos¢ zanieczyszczen zmalata we wszystkich
bruzdach. W bruzdach kontrolnych zanotowano bardzo
rézny ubytek, w zaleznosci od potozenia bruzd — w bruz-
dach 10-12 o poczatkowym mniejszym zanieczyszczeniu
ubytek wyniost 41,5%, natomiast bardziej zanieczyszczone
Tabela 5. Zawarto$¢ weglowodoréw ropopochodnych (TPH)

W gruncie
Table 5. Total petroleum hydrocarbon content of the soil samples

Bruzda THP, mg/kg
(biopreparat) |/} 5908 X 2008 IV 2009
1-9 (GA) 4761 +159,2 | 9487 +862,9 | 2995 +244,0
6-9 (GA) 40014569 | 322,7 +158.1 | 1997 +232,04
7-9 (GA) 400,0 46,97 | 24934723 | 117 +199.45
10-12 (pr. 4246 47743 | 28864554 | 2482 213,73
kontrolna I)
13-22(GS) | 4843480 | 291,0+87,8 | 4144 +70,73
23-24 (pr.
comtona ) | 4815678 | 24181323 | 42853429
Caly obszar 461,0 5222 3515
(8rednia)

GA — granulki i nitki alginianowe, GS — granulki skrobiowe
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bruzdy zostaly oczyszczone w mniejszym stopniu — uzy-
skano ubytek zaledwie 11% zanieczyszczen. Zastosowa-
nie biopreparatu GS w pobliskich bruzdach o znacznym
poczatkowym zanieczyszczeniu praktycznie nie przynio-
sto pozadanych skutkow, ubytek wyniost 14% i byt tylko
0 4 punkty procentowe lepszy niz w sasiadujacej bruzdzie
kontrolnej. Rezultaty uzyskane w przypadku bruzd wspo-
maganych biopreparatem GA byly zr6znicowane. Skutecz-
nos$¢ rozktadu zanieczyszczen byta niewielka w bruzdach
1-6, gdzie ubytek byt zblizony do bruzd kontrolnych (sr.
43,6%), jedynie w bruzdach 7-9 zanotowano znaczacy
ubytek zanieczyszczen ropopochodnych, ktéry wynidst az
70,8%.

Podobne problemy wystapity takze przy ocenie ubytku
WWA w poszczegdlnych bruzdach. Wyrazny ubytek WWA
zanotowano jedynie w bruzdach 1 i 2 zaszczepionych pre-
paratem GA, gdzie poczatkowe zanieczyszczenie gruntu
bylo wielokrotnie wigksze niz po bioremediacji. W po-
zostalych bruzdach ubytek byl niewielki (bruzdy 4 i 6),
a w niektdrych oznaczona zawartos¢ WWA po bioremedia-
cji byta wigksza niz poczatkowa (bruzdy 3 i 5). Dotyczyto
to bruzd, w ktorych ubytek zanieczyszczen ropopochod-
nych byt najwigkszy, co moze oznaczaé, ze obecne w grun-
cie weglowodory bardziej podatne na rozktad mikrobiolo-
giczny niz WWA w pierwszej kolejnosci ulegly degradaciji.
Analiza zawartosci poszczegélnych WWA w gruncie wy-
kazata, ze w probkach pobranych przed wprowadzeniem
drozdzy (lipiec 2008 r.) w podwyzszonej ilosci wystepo-
waly antracen, fluoranten, chryzen, benzo(a)antracen i ben-
zo(g,h,i)perylen. W pazdzierniku 2008 r., w ilosci ponad
50mg/kg, wystepowaly naftalen, acenaftylen, acenaftalen,
fluoren, fluoranten, benzo(a)antracen, chryzen, benzo(k)
fluoranten i benzo(a)piren. Sumaryczne zanieczyszczenie
gruntu WWA przekroczyto 250mg/kg w bruzdach 1-5.
W kwietniu 2009 r., w ilosci powyzej 50 mg/kg, wykry-
to w gruncie jedynie dwa zwiazki — antracen (bruzda 2)
i chryzen (bruzdy 1, 2, 4 1 5), a suma WWA przekroczyta
250mg/kg w bruzdach 1, 2,4 i 5 (tab. 6).

Dyskusja wynikow

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie
drozdzy do wspomagania procesu bioremediacji gruntu
zanieczyszczonego olejem kreozotowym moze zwigkszy¢
skutecznos¢ oczyszczania. Na terenie badanego zakladu
w czasie 9 miesiecy (od lipca 2008 r. do kwietnia 2009 r.)
doszto do zmniejszenia ilo$ci zanieczyszczen w gruncie
(mierzonych jako TPH) w 19 z 24 bruzd. Zmniejszenie ilo-
$ci zanieczyszczen wynosito od 11% do 70%. Najwigkszy
ubytek odnotowano w bruzdach zaszczepionych bioprepa-
ratem zawierajacym drozdze unieruchomione za pomoca
alginianu sodu. Zastosowanie skrobi do tego celu okazato
si¢ mato przydatne. W bruzdach zaszczepionych biopre-
paratem GS ubytek zanieczyszczen wyniost 14% (o 4 pkt.
proc. lepszy niz w sasiadujacej bruzdzie kontrolnej). Nale-
zatoby si¢ jednak zastanowiC, czy poczatkowa zawartos¢
oleju kreozotowego w gruncie nie byta zbyt duza i toksycz-
na dla drozdzy. Sugesti¢ t¢ moze potwierdza¢ matla sku-
tecznos¢ oczyszczania uzyskana w sasiadujacych bruzdach
kontrolnych (23-24), gdzie poczatkowe zanieczyszczenie
byto takze duze. Celowe wydaje si¢ powtdrzenie ekspery-
mentu na gruncie o mniejszej zawartosci zanieczyszczen.

Widoczne zmniejszenie stopnia zanieczyszczenia bruzd
kontrolnych 10-12 byto wynikiem zabiegéw agrotech-
nicznych, ktére wplynely na poprawe natlenienia gruntu

i stymulowaly rozwo6j mikroorganizméw. Ubytek oleju
kreozotowego we wszystkich bruzdach nastapil nie tylko
z uwagi na dziatalno$¢ mikroorganizmow, ale takze innych
czynnikéw natury fizyczno-chemicznej. Wiele toksycz-
nych substancji znajdujacych si¢ w powierzchniowej war-
stwie gruntu, eksponowanej na dzialanie §wiatta, podlegato
rozktadowi fotochemicznemu. Stwierdzono, ze fotodegra-
dacja w gldwnej mierze przyczynia si¢ do rozpadu DDT
(dichlorodifenylotrichloroetan) [21]. Na ubytek niektorych
substancji w gruncie mogty wptynac takze zabiegi agro-
techniczne uwalniajace lotne sktadniki zanieczyszczen.

Profil rozdzialu chromatograficznego obserwowany
podczas analizy weglowodorow ropopochodnych wskazu-
je, ze zanieczyszczenie badanego gruntu stanowily gtéwnie
WWA. Dopuszczalna sumaryczna zawartos¢ tych zwiaz-
koéw w gruncie tej grupy wynosi 250 mg/kg, a ilos¢ poszcze-
gblnych zwiazkdéw nie moze przekracza¢ 50mg/kg [22].
Przed bioremediacja wykazano podwyzszong zawarto$é
picciu WWA, a w trakcie jej trwania — nawet dziewigciu.
Dziewie¢ miesigcy pozniej (kwiecien 2009 r.) jedynie dwa
zwiazki — antracen (bruzda 2) oraz chryzen (bruzdy 1, 2,
4 1 5) wykryto w ilosci wigkszej niz dopuszczalna. Suma-
ryczna dopuszczalna zawartos¢ WWA zostata przekroczo-
na w czterech bruzdach (1, 2, 4 1 5), chociaz ogolnie stwier-
dzono ponad 200-krotny ubytek fluorenu, 40-krotny ubytek
naftalenu, acenaftylenu i acenaftalenu, prawie 10-krotny
fluorantenu oraz kilkukrotny fenantrenu i benzo(g,h,i)-
perylenu. Prawdopodobnie wlasnie te WWA byty metaboli-
zowane przez mikroorganizmy w pierwszej kolejnosci [23].
Bez zmian pozostala ilo$¢ benzo(a)antracenu, benzo(k)
fluorantenu oraz benzo(a)pirenu. Wszystkie te zwiazki na-
lezag do mutagennych i kancerogennych, a ostatni — ben-
zo(a)piren jest podstawowym wskaznikiem kancerogenno-
$ci 1 toksycznosci gruntu [24]. Dwu- a nawet trzykrotnie
zwigkszyta si¢ ilo$¢ chryzenu i indeno(1,2,3-c,d)pirenu
w gruncie po bioremediacji, co mogto by¢ wynikiem miej-
scowej desorpcji. Zdecydowanie natomiast przybylo an-
tracenu (ponad 2000-krotnie), co byto trudne do wyja-
$nienia. Antracen stanowit 20+40% sktadu WWA [10],
a pod wplywem promieni nadfioletowych ulega dimeryza-
cji do trudniej rozktadanej postaci. Zwiazki z grupy WWA
sg trudno rozpuszczalne w wodzie i w glebie podlegaja
adsorpcji, gtownie przez kwasy huminowe [22]. Czas p6t-
trwania cztero- i pieciopierscieniowych zwiazkow WWA
wynosi ponad 6 miesigcy, a szybko$¢ rozktadu zanie-
czyszczen w gruncie zalezy od wielu czynnikow [21,25].
Ogolnie mozna przyjac, ze szybkos¢ biodegradacji zalezy
od obecnosci organizmoéw zdolnych do rozktadu danych
substancji, temperatury, wilgotnosci gleby, stanu jej na-
tlenienia, podazy niezbednych sktadnikow pokarmowych
oraz obecnosci antymetabolitéw w gruncie. Najwicksze
znaczenie maja mikroorganizmy, ktoérych ilos¢ w gruncie
jest zmienna i zalezy od pory roku, temperatury, ilosci
opadow oraz struktury gruntu [26]. Po opadach atmosfe-
rycznych liczba drobnoustrojow moze zmieni¢ si¢ nawet
10+100-krotnie. Efekt taki zanotowano w przypadku badan
prowadzonych w Bornym Sulinowie [27].

Analiza mikrobiologiczna gruntu po procesie bioreme-
diacji wspomaganej drozdzami wykazala, ze wprowadze-
nie unieruchomionej biomasy drozdzy Y. lipolytica wzbo-
gacito mikroflor¢ gruntu oraz spowodowato wzrost ilosci
drozdzy i plesni. Poprawita si¢ proporcja pomigdzy liczba
drozdzy i plesni a liczbg bakterii (wzrosta 10+35-krotnie).
Najbardziej niekorzystne proporcje pomigdzy tymi drobno-
ustrojami zaobserwowano w bruzdach przed bioremediacja
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(1:200+1:640), a najlepsze po bioremediacji (1:8+1:18).
W poziomie akumulacyjnym gleb uprawnych (poza strefa
korzeni) drozdze i grzyby strzgpkowe stanowig okoto po-
towy mikroflory [26]. Zatem w gruncie z badanego terenu,
pomimo zdecydowanej poprawy proporcji pomigdzy tymi
drobnoustrojami, byto jeszcze zbyt mato drobnoustrojow
eukariotycznych (drozdzy i plesni). Szczepionki bakteryjne
stosowane do wspomagania oczyszczania gruntu [27-35]
nie poprawiaja tych proporcji. Szanse takie daja jedynie
biopreparaty zawierajace drobnoustroje eukariotyczne. Za-
stosowanie gatunku Y. lipolytica jest bezpieczne dla czto-
wieka i $rodowiska. Gatunek ten nie jest patogenny dla
cztowieka [36]. Ponadto w skladzie jakoSciowym mikro-
flory badanego terenu wykryto obecnos¢ autochtonicznych
szczepow nalezacych do tego gatunku. Obok szczepoéw ga-
tunku Y. lipolytica wyizolowano i zidentyfikowano takze
drozdze Rhodotorula glutinis oraz Cryptococcus albidus.
Bioremediacja z udziatem drozdzy jest metoda innowa-
cyjna [37], a biopreparaty drozdzowe moga by¢ wprowa-
dzane do gleby w postaci zawiesiny albo immobilizowa-
ne na roznych no$nikach [8,37]. Takie unieruchomienie
sprzyja dtuzszemu utrzymywaniu si¢ komorek w miejscu
wprowadzenia oraz zmniejsza podatnos¢ na wyptukiwanie
i przemieszczanie komorek drozdzy. Wezesniej wykazano,
ze granulki alginianowe zawierajace drozdze nie zmieniaja
ksztattu 1 swoich wlasciwosci nawet po pigciu miesigcach
przebywania w gruncie [8]. Badania wykazaly, Zze zasto-
sowanie skrobi do unieruchomienia drozdzy nie dato po-
zadanych skutkéw z uwagi na rozwoj mikroorganizmow,
glodwnie bakterii, wykorzystujacych skrobi¢ w charakterze
substratu pokarmowego.

Nalezy stwierdzi¢, ze mozliwe jest zastosowanie metod
biologicznych do usuwania oleju kreozotowego z gruntu.
Skuteczno$¢ rozktadu zanieczyszczen byta zréznicowana
i zalezata od bardzo wielu czynnikéw fizyczno-chemicz-
nych i biologicznych. Zbyt duza poczatkowa zawartos¢
zanieczyszczen w gruncie moze okazac si¢ toksyczna dla
mikroorganizmow i hamowa¢ proces rozktadu. Wprowa-
dzenie biopreparatéw na bazie drozdzy moze przyspieszy¢
proces oczyszczania gruntu. Wydaje sie, ze celowe jest za-
stosowanie do tego komorek drozdzy unieruchomionych
za pomocg alginianu sodu. Wprawdzie wyniki uzyskane
w bruzdach wspomaganych biopreparatem alginianowym
byly zréznicowane, ale w wigkszos$ci przypadkéw lepsze
w poréwnaniu do probek kontrolnych. Preparat ten chronit
drozdze przed toksycznym oddzialywaniem zanieczysz-
czen, jednoczesnie umozliwiajac ich wykorzystanie w cha-
rakterze substratu pokarmowego. Zastosowanie bioprepa-
ratu skrobiowego praktycznie nie przyniosto pozadanych
skutkéw. Brak jednoznaczno$ci uzyskanych wynikéw ba-
dan zachgca do ich kontynuacji w celu wyjasnienia powsta-
tych watpliwosci.

Whioski

¢ Wykazano, ze mozliwe jest zastosowanie metod bio-
logicznych do usuwania oleju kreozotowego z gruntu. Pro-
ces bioremediacji prowadzony przez 9 miesigcy przyczynit
si¢ do znacznego zmniejszenia ilosci weglowodorow ropo-
pochodnych w zanieczyszczonym gruncie.

¢ Biopreparaty zawierajace drozdze Y. lipolytica moga
przyspieszy¢ proces oczyszczania gruntu zawierajagcego
olej kreozotowy. Dobrg skuteczno$¢ uzyskano stosujac do
tego celu komorki drozdzy unieruchomione za pomoca al-
ginianu sodu, przy czym drozdze unieruchomione za po-
mocg skrobi nie stymulowaty procesu oczyszczania.

¢ Skutecznos$¢ procesu oczyszczania gruntu byta bar-
dzo zréznicowana w poszczegdlnych bruzdach, lecz uzy-
skane wyniki nie byly jednoznaczne.

¢ Wprowadzenie unieruchomionej biomasy drozdzy
Y. lipolytica wzbogacito eukariotyczna mikroflor¢ gruntu,
poprawiajac stosunek liczby bakterii do liczby drozdzy
i plesni.

¢ Z gruntu poddanego procesowi oczyszczania, obok
szczepow gatunku Y. lipolytica, wyizolowano i zidentyfi-
kowano takze drozdze Rhodotorula glutinis oraz Crypto-
coccus albidus.

Badania zostaly sfinansowane przez wybrany zaklad
przetworstwa drewna (um. 27/6-T/2008).
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ranowska, M., Przado, D., Steininger M. Application of
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of Soil Contaminated with Creosote Qil — A Case Study.
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Abstract: Creosote-contaminated soil samples collec-
ted within the premises of a timber processing plant were
made the subject to microbiological and chemical analysis.
An area of approximately 0.12 ha was chosen for in-situ bio-
remediation involving an autochthonous Yarrowia lipolyti-
ca yeast species. Use was made of three yeast preparations:
cells immobilized in sodium alginate or starch, and yeast
suspensions. The number of yeast cells introduced into the
soil approached 2-10'2 (238 g). The results obtained have
revealed substantial improvement in the soil structure and
noticeable reduction in the concentrations of the particular

contaminants detected in this area. During nine months of
bioremediation, the total content of polycyclic aromatic hy-
drocarbons decreased threefold, but a significant increase
was observed in the concentration of anthracene. Contami-
nation with creosote oil, expressed as the level of total petro-
leum hydrocarbons, was reduced by about 70% in the area
treated with sodium-alginate-immobilized yeasts, and by
more than 33% over the entire area examined. The introduc-
tion of immobilized Y. /ipolytica biomass enriched the eu-
kariotic microflora of the soil, improving the proportion of
bacterial counts to the counts of yeasts and those of mould.
Apart from the strains of Y. lipolytica, another two yeast spe-
cies were isolated from and identified in the soil being biore-
mediated — Rhodotorula glutinis and Cryptococcus albidus.

Keywords: Bioremediation, in situ, yeast, Yarrowia li-
polytica.
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