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Zastosowanie drożdży Yarrowia lipolytica
do bioremediacji gruntu zanieczyszczonego olejem kreozotowym

Drożdże Yarrowia lipolytica wykazują duże zdolno-
ści asymilacyjne w stosunku do węglowodorów i były 
już wykorzystywane w procesie bioremediacji gruntów 
zanieczyszczonych tymi substancjami [1–3]. Z uwagi na 
właściwości lipolityczne, były też stosowane do utyli-
zacji odpadów rybnych i olejowych [4, 5]. Mikroorgani-
zmy te wykorzystują zanieczyszczenia węglowodorowe 
w charakterze źródła węgla i energii, a powstająca biomasa 
komórkowa oraz produkty metabolizmu (głównie kwasy 
organiczne, enzymy hydrolityczne i oksydoreduktazy) po-
prawiają strukturę gleby oraz umożliwiają rozwój innych 
organizmów. Wykazano, że wprowadzenie drożdży Y. lipo-
lytica sprzyja ukorzenieniu roślin [6] oraz stymuluje proces 
kiełkowania ziaren zbóż w zanieczyszczonej glebie [7, 8].

W pracy podjęto próbę zastosowania tego gatunku 
drożdży do wspomagania procesu oczyszczania gruntu 
skażonego olejem kreozotowym na terenie zakładu prze-
twórstwa drewna. Substancje zanieczyszczające teren za-
kładu pochodziły z jego podstawowej działalności, polega-
jącej na wykorzystaniu oleju kreozotowego do impregnacji 
drewna. Kreozot jest substancją płynną, otrzymywaną na 
bazie smoły węglowej. W jego skład wchodzą związki 
o charakterze węglowodorów i ich pochodnych, głównie 
wielopierścieniowych węglowodorów aromatycznych 
(WWA) [9]. Niektóre z nich charakteryzują się właściwo-
ściami mutagennymi i rakotwórczymi [10]. Dlatego też eli-
minacja tego typu zanieczyszczeń z gruntu jest niezwykle 
ważna, z uwagi na zagrożenia wynikające z ich oddziały-
wania na człowieka i inne organizmy żywe.

Materiały i metody

Proces oczyszczania gruntu skażonego olejem kreozo-
towym przeprowadzono w warunkach terenowych, sto-
sując tzw. metodę rolniczą (landforming). Działalność de-
gradacyjną mikroorganizmów glebowych wspomagano po-
przez spulchnianie gruntu zwiększające dostępność tlenu,

a także przez jego bioaugmentację biopreparatem zawie-
rającym drożdże z gatunku Yarrowia lipolytica (A-101). 
Wstępne badania wykazały, że mikroorganizmy te skutecz-
nie rozkładają olej kreozotowy [11]. Doświadczenia prze-
prowadzono na terenie wybranego zakładu przetwórstwa 
drewna. Pole A (pow. ok. 0,12 ha) objęte bioremediacją 
zostało wybrane na podstawie analizy zawartości zanie-
czyszczeń węglowodorowych w sześciu próbkach gruntu 
pobranych na jego terenie.

Szczep Y. lipolytica (A-101), użyty do bioaugmentacji 
gruntu, pochodził z kolekcji kultur Katedry Biotechnologii 
i Mikrobiologii Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego 
we Wrocławiu. Hodowlę mikroorganizmów oraz ich na-
mnażanie w bioreaktorze przeprowadzono metodą opisaną 
w pracy [8]. Biopreparat przygotowano w postaci zawiesi-
ny lub unieruchomionych komórek. Całość hodowli (płyn 
po hodowli i biomasę) wykorzystano w postaci zawiesiny 
rozprowadzonej na powierzchni gruntu. Do unieruchomie-
nia komórek drożdży zastosowano alginian sodu i skrobię. 
W pierwszym przypadku przygotowano 10 dm3 granulek 
i nitek alginianowych (GA), a w drugim 10 dm3 granulek 
skrobiowych (GS) (rys. 1). Szczegóły dotyczące sposobu 
otrzymywania biopreparatu GA opisano w pracy [8], a bio-
preparat GS otrzymano wg procedury dotyczącej drożdży 
Saccharomyces cerevisiae opisanej w pracy [12].

Pole A poddano mechanicznemu spulchnieniu, a na-
stępnie podzielono na 24 bruzdy o głębokości 30÷50 cm. 
Do bruzd o numerach 1–9 wprowadzono preparat drożdży 
unieruchomionych przy pomocy alginianu sodu (GA), a do 
bruzd o numerach 13–22 preparat drożdży unieruchomio-
nych przy pomocy skrobi (GS). Bruzdy o numerach 10–12 
stanowiły próbkę kontrolną I, a bruzdy o numerach 23 i 24 
– próbkę kontrolną II. Do bruzd kontrolnych nie wprowa-
dzono preparatów drożdżowych. Po 10 d od wprowadzenia 
preparatów unieruchomionych komórek drożdży na pole A, 
powierzchniowo wprowadzono dodatkowo zawiesiny 
drożdży. Łącznie na pole A wprowadzono 2·1012 komórek 
drożdży (238 g w przeliczeniu na suchą masę – tab. 1).

Z uwagi na brak norm dotyczących zasad pobierania 
próbek gruntu do badań chemicznych i mikrobiologicznych 
(w normie [13] jest jedynie rozdział o kategoryzacji próbek 
gruntu, a w normie [14] są podane zasady badania pró-
bek gruntów budowlanych), w celu ujednolicenia próbek 
z pola A z każdej bruzdy na głębokości 30÷50 cm co 1,5 m 
pobrano glebę 6÷7-krotnie, starannie wymieszano i następ-
nie pobrano próbkę reprezentatywną o objętości 0,75 dm3. 
Próbki oznaczono numerami bruzd, a następnie przekazano 
do pracowni mikrobiologicznej w Katedrze Biotechnologii 
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i Mikrobiologii Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego 
we Wrocławiu. Próbki do analiz chemicznych, w stanie 
powietrzno-suchym (po 2÷3 tyg.), zostały przekazane do 
Laboratorium Analiz Środowiskowych DM w Siechnicach.

Ogólną liczbę drobnoustrojów oznaczono metodą posie-
wu powierzchniowego na agar odżywczy, a drożdży i ple-
śni – na agar ziemniaczany z oksytetracykliną [15]. Liczbę 
drobnoustrojów w 1 g gruntu podano jako jednostki two-
rzące kolonie (jtk). Do izolacji i identyfi kacji drożdży za-
stosowano odpowiednie podłoża hodowlane (YPG, MMT 
z heksadekanem i podłoże do produkcji cytrynianu) [16].
Oznaczenia przynależności taksonomicznej autochtonicz-
nych szczepów drożdży dokonano testem API 32C, zgod-
nie z procedurą podaną przez producenta (bioMerieux, 
Francja).

Zawartość wielopierścieniowych węglowodorów aro-
matycznych w gruncie oznaczono metodą wysokosprawnej 
chromatografi i cieczowej (HPLC FD) wg polskiej i euro-
pejskiej normy [19]. Sumaryczną zawartość węglowodo-
rów ropopochodnych (TPH) w glebie oznaczano metodą 
chromatografi i gazowej wg norm [19, 20]. Przed przystą-
pieniem do oznaczeń, 10 g gruntu powietrzno-suchego eks-
trahowano 10 cm3 pentanu, ekstrakt przefi ltrowano, 1 cm3 
klarownego ekstraktu wysuszono i następnie rozpuszczono 
w 1cm3 acetonitrylu.

Wyniki badań

Początkowa liczba mikroorganizmów zasiedlających za-
nieczyszczony grunt była zróżnicowana w poszczególnych 
bruzdach (tab. 2). Najwięcej bakterii wykryto w bruzdach 
kontrolnych (12,75∙106 jtk/g). Liczba grzybów była zbliżona 
(bruzdy 1–22), wyjątek stanowiła próbka kontrolna II (bruz-
dy 22–24), gdzie była ona prawie dwukrotnie mniejsza niż 
w pozostałych. Przed wprowadzeniem biopreparatów doko-
nano oznaczenia przynależności taksonomicznej szczepów 
drożdży wchodzących w skład mikrofl ory autochtonicznej 
gleby. Z siedmiu izolatów pozyskanych z badanego terenu, 
w pięciu przypadkach zidentyfi kowano drożdże z gatunku 
Yarrowia lipolytica/Candida lipolytica (tab. 3).

Tabela 1. Charakterystyka drożdży Y. lipolityca
Table 1. Characteristics of the yeasts Y. lipolityca

Bruzda
Drożdże unieruchomione Zawiesiny drożdży

objętość
dm3

liczba
komórek

biomasa
g

objętość
dm3

liczba
komórek

biomasa
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 (próbka kontrolna I) 0 0 0 0 0 0

23–24 (próbka kontrolna II) 0 0 0 0 0 0

GA – granulki i nitki alginianowe, GS – granulki skrobiowe

Tabela 2. Liczba drobnoustrojów w gruncie
Table 2. Number of microorganisms in the soil samples

Bruzda
(biopreparat)

Ogólna liczba bakterii
jtk/g·106

Liczba drożdży i pleśni
jtk/g·104

VII 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 (próbka kontrolna I) 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 (próbka kontrolna II) 12,75 4,46 1,48 2,40 4,15 14,58

GA – granulki i nitki alginianowe, GS – granulki skrobiowe

Rys. 1. Preparaty immobilizowanych drożdży
Fig. 1. Preparations of immobilized yeasts
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Po trzech miesiącach bioremediacji (w październiku 
2008 r.), zanotowano 2÷3-krotne zmniejszenie liczby bak-
terii w gruncie, z wyjątkiem próbek pochodzących z bruzd 
zaszczepionych drożdżami unieruchomionymi za pomocą 
skrobi (GS), które zawierały większą liczbę bakterii niż 
przed wprowadzeniem biopreparatów. Przyczyny namna-
żania bakterii autochtonicznych gruntu należy upatrywać 
w wykorzystaniu przez nie skrobi w charakterze substra-
tu pokarmowego. Najmniejszą liczbę bakterii wykryto 
w gruncie zaszczepionym drożdżami unieruchomionymi 
za pomocą alginianu sodu (GA) oraz w bruzdach kontro-
lnych. Po zakończeniu procesu bioremediacji zaobserwo-
wano wyraźną zmianę liczby bakterii i grzybów w oczysz-
czonym gruncie. W próbkach pobranych po 9 miesiącach 
(w kwietniu 2009 r.), stwierdzono mniejszą (2÷9-krotnie) 
liczbę bakterii oraz większą (4÷6-krotnie) liczbę drożdży 
i pleśni. W gruncie inokulowanym biopreparatem liczba 
drożdży i pleśni, w porównaniu do liczby bakterii, wzrosła 
nawet 10÷35-krotnie. Zwiększyła się też proporcja liczby 
drożdży do bakterii (tab. 4), co może świadczyć o poprawie 
struktury gleby.

W toku procesu oczyszczania dokonano także ozna-
czenia trwałości biopreparatów w gruncie oraz żywotności 
zawartych w nich drożdży. Badania polegały na separacji 
granulek z gruntu i ich posiewie na standardowe podłoża 
mikrobiologiczne. Odszukano granulki biopreparatu GA za-
wierające drożdże Y. lipolytica unieruchomione za pomocą 
alginianu sodu i wykazano ich żywotność (rys. 2). Pomimo 
zdecydowanie większych rozmiarów nie udało się ich odszu-
kać w żadnej z bruzd biopreparatu GS zawierającego droż-
dże unieruchomione za pomocą skrobi (rys. 1), która została 
najprawdopodobniej zdegradowana na drodze hydrolizy.

Przebieg procesu oczyszczania gruntu monitorowano 
w oparciu o analizę całkowitej zawartości zanieczyszczeń 
ropopochodnych (TPH) oraz wielopierścieniowych węglo-
wodorów aromatycznych (WWA). Wyniki analiz przed i po 

bioremediacji podano odpowiednio w tabelach 5 i 6. Począt-
kowa zawartość zanieczyszczeń ropopochodnych w grun-
cie (w przeliczeniu na suchą masę) była zbliżona we wszyst-
kich bruzdach i mieściła się w zakresie 400÷484 mg/kg.
Problematyczne okazały się wyniki analiz gruntu dokona-
nych po bioremediacji. Mimo zastosowania ujednoliconej 
metody poboru próbek do analizy chromatografi cznej, wy-
niki badań były bardzo zróżnicowane. Dotyczyło to zarów-
no bruzd kontrolnych, jak i zaszczepionych biopreparatem 
drożdżowym. W porównaniu do próbek pobranych w lipcu 
2008 r., zawartość zanieczyszczeń zmalała we wszystkich 
bruzdach. W bruzdach kontrolnych zanotowano bardzo 
różny ubytek, w zależności od położenia bruzd – w bruz-
dach 10–12 o początkowym mniejszym zanieczyszczeniu 
ubytek wyniósł 41,5%, natomiast bardziej zanieczyszczone 

Tabela 5. Zawartość węglowodorów ropopochodnych (TPH)
w gruncie

Table 5. Total petroleum hydrocarbon content of the soil samples

Bruzda
(biopreparat)

THP, mg/kg

VII 2008 X 2008 IV 2009

1–9 (GA) 476,1 ±159,2 948,7 ±862,9 299,5 ±244,0

6–9 (GA) 400,1 ±5,69 322,7 ±158,1 199,7 ±232,04

7–9 (GA) 400,0 ±6,97 249,3 ±72,3 117 ±199,45

10–12 (pr.
kontrolna I) 424,6 ±77,43 288,6 ±55,4 248,2 ±213,73

13–22 (GS) 484,3 ±48,0 291,0 ±87,8 414,4 ±70,73

23–24 (pr.
kontrolna II) 481,5 ±6,78 241,8 ±32,3 428,5 ±34,29

Cały obszar
(średnia) 461,0 522,2 351,5

GA – granulki i nitki alginianowe, GS – granulki skrobiowe

Tabela 4. Stosunek liczby drożdży do liczby bakterii w gruncie
Table 4. Proportion between the number of yeasts

and the number of bacteria in the soil

Bruzda
(biopreparat)

Liczba drożdży:liczba bakterii

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 II) 1:640 1:110 1:10

Tabela 3. Drożdże naturalnie występujące w gruncie
Table 3. Yeast species naturally occurring in the soil samples

Oznaczenie
szczepu Gatunek Identyfi kacja

API 32C

2 Cryptococcus albidus doskonała

21/I Candida lipolytica* doskonała

21/II Candida lipolytica* doskonała

24/I Rhodotorula glutinis małe rozróżnienie

24/II Candida lipolytica* doskonała

24/III Candida lipolytica* doskonała

24/IV Candida lipolytica* doskonała

*Nazwa gatunkowa amorfi cznej postaci drożdży Y. lipolytica [17, 18]

Rys. 2. Żywe unieruchomione drożdże Y. lipolytica
w bruździe 1 po 10 d od ich wprowadzenia

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



30 M. Robak, T. Boruczkowski, W. Drożdż, Z. Lazar, M. Baranowska, D. Prządo, M. Steininger
Ta

be
la

 6
. Z

aw
ar

to
ść

 W
W

A 
w

 g
ru

nc
ie

Ta
bl

e 
6.

 P
A

H
 c

on
te

nt
 o

f t
he

 s
oi

l s
am

pl
es

W
W

A
M

ie
si

ąc
ro

k

W
W

A
, m

g/
kg

1
2

3
4

5
6

7
8

9
pr

ób
ka

 k
on

tro
ln

a 
I

śr
ed

ni
a

10
11

12

N
af

ta
le

n
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
57

1,
6

<0
,0

05
<0

,0
05

<0
,0

05
<0

,0
05

2,
12

<0
,0

05
2,

42
<0

,0
05

<0
,0

05
<0

,0
05

1,
70

<0
,0

05
0,

86
<0

,0
05

1
<0

,0
05

1,
23

<0
,0

05
1,

03
<0

,0
05

0,
54

<0
,0

05
1,

32
47

,7
0

1,
02

A
ce

na
fty

le
n

X
 2

00
8

IV
 2

00
9

11
12

,1
3,

27
23

,6
5

3,
99

0,
63

2,
48

3,
02 4,
3

6,
21

3,
04

0,
87

1,
61

0,
66

1,
22

0,
52

1,
32

0,
56 1,
6

0,
70 1,
3

0,
77

0,
94

0,
58

1,
87

95
,8

6
2,

25

A
ce

na
fta

le
n

X
 2

00
8

IV
 2

00
9

16
94

,6
8,

83
93

,3
6

7,
28

3,
89

4,
22

21
,9

8
11

,2
3

18
,7

4
6,

35
6,

46
3,

01
3,

85
2,

72
2,

42
3,

26
4,

02
<0

,0
05

7,
56

2,
13

7,
60

1,
07

5,
92

3,
64

15
5,

87
4,

48

Fl
uo

re
n

X
 2

00
8

IV
 2

00
9

42
4,

4
0,

29
12

,9
8

1,
06

0,
48

0,
13

2,
25 0,
5

2,
01

<0
,0

01
0,

71
<0

,0
01

0,
27

<0
,0

01
0,

00
1

<0
,0

01
0,

20
<0

,0
01

0,
75

0,
22

0,
72

<0
,0

01
0,

53
<0

,0
01

37
,1

1
0,

18

Fe
na

nt
re

n
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
15

,6
1,

27
10

,6
4

2,
61

0,
70

0,
75

1,
90

1,
52

1,
32

0,
87

0,
77

0,
48

0,
47

0,
35

0,
28

0,
26

0,
38

0,
47

0,
17

0,
61

0,
11

0,
28

0,
66

0,
79

2,
75

0,
86

A
nt

ra
ce

n
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
0,

00
8

43
,5

4
0,

04
53

,7
4

0,
00

3
9,

51
0,

01
1

40
,5

9
0,

00
5

18
,6

1
0,

00
2

7,
65

0,
00

1
3,

4
0,

00
1

2,
45

0,
00

1
5,

34
0,

00
2

7,
09

0,
00

3
2,

4
0,

00
1

5,
74

0,
00

7
16

,6
7

Fl
uo

ra
nt

en
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
31

5,
3

15
,0

2
30

0,
9

20
,6

6
21

,5
3

8,
49

78
,2

9
15

,1
8

44
,1

3
11

,6
3

20
,2

0
4,

41
11

,9
0

3,
67

11
,1

4
3,

12
11

,3
4

4,
63

21
,4

9
2,

98
32

,7
2

3,
35

16
,8

4
6,

35
73

,8
2

8,
29

B
en

zo
(a

)a
nt

ra
ce

n
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
9,

27
38

,6
2

10
6,

2
41

,0
6

12
,5

0
22

,8
8

42
,5

8
34

,2
0

26
,6

8
35

,2
9

13
,5

1
13

,6
6

6,
56

8,
96

6,
13

8,
78

4,
71

13
,7

4
11

,1
2

8,
59

11
,7

7
7,

01
8,

49
14

,1
21

,6
3

17
,4

0

C
hr

yz
en

X
 2

00
8

IV
 2

00
9

4,
05

10
7,

73
0,

03
12

1,
91

22
,9

7
43

,2
3

72
,8

0
95

,2
2

47
,6

9
82

,3
5

23
,1

5
33

,0
9

10
,6

1
15

,5
6

6,
80

13
,1

3
8,

58
21

,9
1

16
,3

2
14

,9
9

14
,8

1
10

,6
9

12
,1

3
19

,3
1

20
,0

0
48

,2
6

B
en

zo
(k

)fl 
uo

ra
nt

en
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
6,

14
16

,4
0

51
,0

2
18

,4
1

8,
65

13
,7

0
27

,3
5

21
,7

1
19

,4
9

20
,6

4
10

,6
4

10
,2

1
2,

98
5,

91
5,

47
5,

25
3,

64 7,
7

9,
76

6,
45

8,
18

6,
85

7,
38

9,
40

13
,3

9
11

,8
9

B
en

zo
(a

)p
ire

n
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
9,

79
36

,5
9

11
9,

92
40

,4
8

21
,1

4
30

,1
2

66
,1

4
46

,3
6

47
,3

5
45

,1
5

25
,5

3
20

,0
6

8,
80

12
,9

6
13

,5
9

10
,8

9
9,

95
16

,6
7

24
,2

5
13

,3
3

20
,0

1
11

,9
8

17
,8

6
16

,1
6

32
,0

3
25

,0
6

B
en

zo
(g

,h
,i)

pe
ry

le
n

X
 2

00
8

IV
 2

00
9

6,
80

<0
,0

01
37

,9
5

10
,4

7
0,

00
1

7,
08

20
,4

5
11

,3
7

17
,2

0
10

,7
4

10
,3

7
6,

08
4,

43
4,

71
6,

07
4,

14
5,

22
6,

35
10

,4
3

6,
53

8,
60

8,
75

8,
37

8,
94

11
,3

2
7,

10

In
de

no
(1

,2
,3

-c
.d

)p
ire

n
X

 2
00

8
IV

 2
00

9
1,

57
6,

41
7,

32
7,

57
1,

52
5,

92
3,

48
8,

84
0,

34
8,

69
2,

03
4,

35
0,

43
3,

12
1,

23
2,

74
0,

48
3,

97
2,

12
4,

13
1,

80
6,

49
1,

64
6,

65
2,

00
5,

74

S
um

a 
W

W
A

X
 2

00
8

IV
 2

00
9

42
20

,5
35

2,
3

10
41

,8
40

7,
6

13
1,

1
20

4,
4

46
0,

3
37

0,
6

31
4,

0
32

0,
3

15
8,

0
14

2,
4

71
,3

88
,2

76
,9

78
,2

68
,6

11
6,

45
14

6,
3

95
,4

14
8,

8
88

,6
11

1,
2

12
2,

1
57

9,
07

19
8,

08



 Zastosowanie drożdży Yarrowia lipolytica do bioaugmentacji gruntu zanieczyszczonego olejem kreozotowym 31

bruzdy zostały oczyszczone w mniejszym stopniu – uzy-
skano ubytek zaledwie 11% zanieczyszczeń. Zastosowa-
nie biopreparatu GS w pobliskich bruzdach o znacznym 
początkowym zanieczyszczeniu praktycznie nie przynio-
sło pożądanych skutków, ubytek wyniósł 14% i był tylko 
o 4 punkty procentowe lepszy niż w sąsiadującej bruździe 
kontrolnej. Rezultaty uzyskane w przypadku bruzd wspo-
maganych biopreparatem GA były zróżnicowane. Skutecz-
ność rozkładu zanieczyszczeń była niewielka w bruzdach 
1–6, gdzie ubytek był zbliżony do bruzd kontrolnych (śr. 
43,6%), jedynie w bruzdach 7–9 zanotowano znaczący 
ubytek zanieczyszczeń ropopochodnych, który wyniósł aż 
70,8%.

Podobne problemy wystąpiły także przy ocenie ubytku 
WWA w poszczególnych bruzdach. Wyraźny ubytek WWA 
zanotowano jedynie w bruzdach 1 i 2 zaszczepionych pre-
paratem GA, gdzie początkowe zanieczyszczenie gruntu 
było wielokrotnie większe niż po bioremediacji. W po-
zostałych bruzdach ubytek był niewielki (bruzdy 4 i 6),
a w niektórych oznaczona zawartość WWA po bioremedia-
cji była większa niż początkowa (bruzdy 3 i 5). Dotyczyło 
to bruzd, w których ubytek zanieczyszczeń ropopochod-
nych był największy, co może oznaczać, że obecne w grun-
cie węglowodory bardziej podatne na rozkład mikrobiolo-
giczny niż WWA w pierwszej kolejności uległy degradacji. 
Analiza zawartości poszczególnych WWA w gruncie wy-
kazała, że w próbkach pobranych przed wprowadzeniem 
drożdży (lipiec 2008 r.) w podwyższonej ilości występo-
wały antracen, fl uoranten, chryzen, benzo(a)antracen i ben-
zo(g,h,i)perylen. W październiku 2008 r., w ilości ponad 
50 mg/kg, występowały naftalen, acenaftylen, acenaftalen, 
fl uoren, fl uoranten, benzo(a)antracen, chryzen, benzo(k)
fl uoranten i benzo(a)piren. Sumaryczne zanieczyszczenie 
gruntu WWA przekroczyło 250 mg/kg w bruzdach 1–5. 
W kwietniu 2009 r., w ilości powyżej 50 mg/kg, wykry-
to w gruncie jedynie dwa związki – antracen (bruzda 2) 
i chryzen (bruzdy 1, 2, 4 i 5), a suma WWA przekroczyła 
250 mg/kg w bruzdach 1, 2, 4 i 5 (tab. 6).

Dyskusja wyników

Przeprowadzone badania wykazały, że zastosowanie 
drożdży do wspomagania procesu bioremediacji gruntu 
zanieczyszczonego olejem kreozotowym może zwiększyć 
skuteczność oczyszczania. Na terenie badanego zakładu 
w czasie 9 miesięcy (od lipca  2008 r. do kwietnia 2009 r.) 
doszło do zmniejszenia ilości zanieczyszczeń w gruncie 
(mierzonych jako TPH) w 19 z 24 bruzd. Zmniejszenie ilo-
ści zanieczyszczeń wynosiło od 11% do 70%. Największy 
ubytek odnotowano w bruzdach zaszczepionych bioprepa-
ratem zawierającym drożdże unieruchomione za pomocą 
alginianu sodu. Zastosowanie skrobi do tego celu okazało 
się mało przydatne. W bruzdach zaszczepionych biopre-
paratem GS ubytek zanieczyszczeń wyniósł 14% (o 4 pkt. 
proc. lepszy niż w sąsiadującej bruździe kontrolnej). Nale-
żałoby się jednak zastanowić, czy początkowa zawartość 
oleju kreozotowego w gruncie nie była zbyt duża i toksycz-
na dla drożdży. Sugestię tę może potwierdzać mała sku-
teczność oczyszczania uzyskana w sąsiadujących bruzdach 
kontrolnych (23–24), gdzie początkowe zanieczyszczenie 
było także duże. Celowe wydaje się powtórzenie ekspery-
mentu na gruncie o mniejszej zawartości zanieczyszczeń.

Widoczne zmniejszenie stopnia zanieczyszczenia bruzd 
kontrolnych 10–12 było wynikiem zabiegów agrotech-
nicznych, które wpłynęły na poprawę natlenienia gruntu 

i stymulowały rozwój mikroorganizmów. Ubytek oleju 
kreozotowego we wszystkich bruzdach nastąpił nie tylko 
z uwagi na działalność mikroorganizmów, ale także innych 
czynników natury fi zyczno-chemicznej. Wiele toksycz-
nych substancji znajdujących się w powierzchniowej war-
stwie gruntu, eksponowanej na działanie światła, podlegało 
rozkładowi fotochemicznemu. Stwierdzono, że fotodegra-
dacja w głównej mierze przyczynia się do rozpadu DDT 
(dichlorodifenylotrichloroetan) [21]. Na ubytek niektórych 
substancji w gruncie mogły wpłynąć także zabiegi agro-
techniczne uwalniające lotne składniki zanieczyszczeń.

Profi l rozdziału chromatografi cznego obserwowany 
podczas analizy węglowodorów ropopochodnych wskazu-
je, że zanieczyszczenie badanego gruntu stanowiły głównie 
WWA. Dopuszczalna sumaryczna zawartość tych związ-
ków w gruncie tej grupy wynosi 250 mg/kg, a ilość poszcze-
gólnych związków nie może przekraczać 50 mg/kg [22].
Przed bioremediacją wykazano podwyższoną zawartość 
pięciu WWA, a w trakcie jej trwania – nawet dziewięciu. 
Dziewięć miesięcy później (kwiecień 2009 r.) jedynie dwa 
związki – antracen (bruzda 2) oraz chryzen (bruzdy 1, 2, 
4 i 5) wykryto w ilości większej niż dopuszczalna. Suma-
ryczna dopuszczalna zawartość WWA została przekroczo-
na w czterech bruzdach (1, 2, 4 i 5), chociaż ogólnie stwier-
dzono ponad 200-krotny ubytek fl uorenu, 40-krotny ubytek 
naftalenu, acenaftylenu i acenaftalenu, prawie 10-krotny 
fl uorantenu oraz kilkukrotny fenantrenu i benzo(g,h,i)-
perylenu. Prawdopodobnie właśnie te WWA były metaboli-
zowane przez mikroorganizmy w pierwszej kolejności [23].
Bez zmian pozostała ilość benzo(a)antracenu, benzo(k)
fl uorantenu oraz benzo(a)pirenu. Wszystkie te związki na-
leżą do mutagennych i kancerogennych, a ostatni – ben-
zo(a)piren jest podstawowym wskaźnikiem kancerogenno-
ści i toksyczności gruntu [24]. Dwu- a nawet trzykrotnie 
zwiększyła się ilość chryzenu i indeno(1,2,3-c,d)pirenu 
w gruncie po bioremediacji, co mogło być wynikiem miej-
scowej desorpcji. Zdecydowanie natomiast przybyło an-
tracenu (ponad 2000-krotnie), co było trudne do wyja-
śnienia. Antracen stanowił 20÷40% składu WWA [10],
a pod wpływem promieni nadfi oletowych ulega dimeryza-
cji do trudniej rozkładanej postaci. Związki z grupy WWA 
są trudno rozpuszczalne w wodzie i w glebie podlegają 
adsorpcji, głównie przez kwasy huminowe [22]. Czas pół-
trwania cztero- i pięciopierścieniowych związków WWA 
wynosi ponad 6 miesięcy, a szybkość rozkładu zanie-
czyszczeń w gruncie zależy od wielu czynników [21, 25]. 
Ogólnie można przyjąć, że szybkość biodegradacji zależy 
od obecności organizmów zdolnych do rozkładu danych 
substancji, temperatury, wilgotności gleby, stanu jej na-
tlenienia, podaży niezbędnych składników pokarmowych 
oraz obecności antymetabolitów w gruncie. Największe 
znaczenie mają mikroorganizmy, których ilość w gruncie 
jest zmienna i zależy od pory roku, temperatury, ilości 
opadów oraz struktury gruntu [26]. Po opadach atmosfe-
rycznych liczba drobnoustrojów może zmienić się nawet 
10÷100-krotnie. Efekt taki zanotowano w przypadku badań 
prowadzonych w Bornym Sulinowie [27].

Analiza mikrobiologiczna gruntu po procesie bioreme-
diacji wspomaganej drożdżami wykazała, że wprowadze-
nie unieruchomionej biomasy drożdży Y. lipolytica wzbo-
gaciło mikrofl orę gruntu oraz spowodowało wzrost ilości 
drożdży i pleśni. Poprawiła się proporcja pomiędzy liczbą 
drożdży i pleśni a liczbą bakterii (wzrosła 10÷35-krotnie). 
Najbardziej niekorzystne proporcje pomiędzy tymi drobno-
ustrojami zaobserwowano w bruzdach przed bioremediacją 
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(1:200÷1:640), a najlepsze po bioremediacji (1:8÷1:18). 
W poziomie akumulacyjnym gleb uprawnych (poza strefą 
korzeni) drożdże i grzyby strzępkowe stanowią około po-
łowy mikrofl ory [26]. Zatem w gruncie z badanego terenu, 
pomimo zdecydowanej poprawy proporcji pomiędzy tymi 
drobnoustrojami, było jeszcze zbyt mało drobnoustrojów 
eukariotycznych (drożdży i pleśni). Szczepionki bakteryjne 
stosowane do wspomagania oczyszczania gruntu [27–35] 
nie poprawiają tych proporcji. Szanse takie dają jedynie 
biopreparaty zawierające drobnoustroje eukariotyczne. Za-
stosowanie gatunku Y. lipolytica jest bezpieczne dla czło-
wieka i środowiska. Gatunek ten nie jest patogenny dla 
człowieka [36]. Ponadto w składzie jakościowym mikro-
fl ory badanego terenu wykryto obecność autochtonicznych 
szczepów należących do tego gatunku. Obok szczepów ga-
tunku Y. lipolytica wyizolowano i zidentyfi kowano także 
drożdże Rhodotorula glutinis oraz Cryptococcus albidus. 
Bioremediacja z udziałem drożdży jest metodą innowa-
cyjną [37], a biopreparaty drożdżowe mogą być wprowa-
dzane do gleby w postaci zawiesiny albo immobilizowa-
ne na różnych nośnikach [8, 37]. Takie unieruchomienie 
sprzyja dłuższemu utrzymywaniu się komórek w miejscu 
wprowadzenia oraz zmniejsza podatność na wypłukiwanie 
i przemieszczanie komórek drożdży. Wcześniej wykazano, 
że granulki alginianowe zawierające drożdże nie zmieniają 
kształtu i swoich właściwości nawet po pięciu miesiącach 
przebywania w gruncie [8]. Badania wykazały, że zasto-
sowanie skrobi do unieruchomienia drożdży nie dało po-
żądanych skutków z uwagi na rozwój mikroorganizmów, 
głównie bakterii, wykorzystujących skrobię w charakterze 
substratu pokarmowego.

Należy stwierdzić, że możliwe jest zastosowanie metod 
biologicznych do usuwania oleju kreozotowego z gruntu. 
Skuteczność rozkładu zanieczyszczeń była zróżnicowana 
i zależała od bardzo wielu czynników fi zyczno-chemicz-
nych i biologicznych. Zbyt duża początkowa zawartość 
zanieczyszczeń w gruncie może okazać się toksyczna dla 
mikroorganizmów i hamować proces rozkładu. Wprowa-
dzenie biopreparatów na bazie drożdży może przyspieszyć 
proces oczyszczania gruntu. Wydaje się, że celowe jest za-
stosowanie do tego komórek drożdży unieruchomionych 
za pomocą alginianu sodu. Wprawdzie wyniki uzyskane 
w bruzdach wspomaganych biopreparatem alginianowym 
były zróżnicowane, ale w większości przypadków lepsze 
w porównaniu do próbek kontrolnych. Preparat ten chronił 
drożdże przed toksycznym oddziaływaniem zanieczysz-
czeń, jednocześnie umożliwiając ich wykorzystanie w cha-
rakterze substratu pokarmowego. Zastosowanie bioprepa-
ratu skrobiowego praktycznie nie przyniosło pożądanych 
skutków. Brak jednoznaczności uzyskanych wyników ba-
dań zachęca do ich kontynuacji w celu wyjaśnienia powsta-
łych wątpliwości.

Wnioski
♦ Wykazano, że możliwe jest zastosowanie metod bio-

logicznych do usuwania oleju kreozotowego z gruntu. Pro-
ces bioremediacji prowadzony przez 9 miesięcy przyczynił 
się do znacznego zmniejszenia ilości węglowodorów ropo-
pochodnych w zanieczyszczonym gruncie.

♦ Biopreparaty zawierające drożdże Y. lipolytica mogą 
przyspieszyć proces oczyszczania gruntu zawierającego 
olej kreozotowy. Dobrą skuteczność uzyskano stosując do 
tego celu komórki drożdży unieruchomione za pomocą al-
ginianu sodu, przy czym drożdże unieruchomione za po-
mocą skrobi nie stymulowały procesu oczyszczania.

♦ Skuteczność procesu oczyszczania gruntu była bar-
dzo zróżnicowana w poszczególnych bruzdach, lecz uzy-
skane wyniki nie były jednoznaczne.

♦ Wprowadzenie unieruchomionej biomasy drożdży 
Y. lipolytica wzbogaciło eukariotyczną mikrofl orę gruntu, 
poprawiając stosunek liczby bakterii do liczby drożdży 
i pleśni.

♦ Z gruntu poddanego procesowi oczyszczania, obok 
szczepów gatunku Y. lipolytica, wyizolowano i zidentyfi -
kowano także drożdże Rhodotorula glutinis oraz Crypto-
coccus albidus.

Badania zostały sfi nansowane przez wybrany zakład 
przetwórstwa drewna (um. 27/6-T/2008).
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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 2·1012 (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 signifi cant 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. lipolytica biomass enriched the eu-
kariotic microfl ora 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 identifi ed in the soil being biore-
mediated – Rhodotorula glutinis and Cryptococcus albidus.

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