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STRESZCZENIE

Skazenia substancjami ropopochodnymi stanowig ogromny problem, nie tylko w rolnictwie, poniewaz negatyw-
nie wptywaja na wlasciwosci fizyko-chemiczne i aktywnosc¢ biologiczng gleb. Zwigzki te moga si¢ rowniez aku-
mulowaé w ro$linach lub wraz z pytem osiadac na ich zielonych czg¢éciach. Wigkszos¢ z nich to substancje karce-
nogenne, dlatego ich usuwanie ze $rodowiska wymaga zastosowania efektywnych, tanich i bezpiecznych metod.
W warunkach laboratoryjnych oceniono przydatno$¢ tacznego wykorzystania techniki stymulacji nadtlenkiem
wodoru i bioaugmentacji szczepionka drozdzowg Yarrowia lipolytica A101 do oczyszczania gleby z substancji
ropopochodnych oraz wpltyw na dynamike zmian mikrobioty gleby. Wykorzystanie tych technik nie spowodo-
wato istotnej redukcji ogolnej zawarto$¢ zwigzkéw ropopochodnych w skazonej glebie. Najbardziej efektywnym
uktad ten okazat si¢ w przypadku degradacji WWA, powodujac prawie czterokrotnie obnizenie ich stg¢zenia (z 204
mg-kg!' do 54 mg-kg'), ale tylko w poczatkowym okresie procesu. W przypadku pozostatych grup weglowodo-
réw nie zaobserwowano istotnej redukcji ich zawarto$ci, poniewaz rownocze$nie w roznym stopniu nastgpowata
ich desorpcja z kompleksu glebowego. Bioremediacja wspomagana szczepionka Y. lipolytica A101 w potaczeniu
z nadtlenkiem wodoru stymulowata rozwo6j mikroorganizmoéow prokariotycznych.

Stowa kluczowe; gleba, bioremediacja, substancje ropopochodne, Yarrowia lipolytica. nadtlenek wodoru.

STIMULATION OF DECOMPOSITION OF PETROLEUM IN CONTAMINATED SOIL
WITH USING HYDROGEN PEROXIDE AND YARROWIA LIPOLYTICA A 101

ABSTRACT

The contamination of soil by petroleum substances pose a huge environmental problem because of negative im-
pact on the physical and chemical properties and biological activity of soil. Contamination may also accumulate
in plants, or together with dust, deposited on green parts of plants. Most of them are carcinogenic substances, so
their removal from the environment requires the use of efficient, cheap and safe methods. The usefulness of bio-
augmentation by Y. /ipolytica A101 with stimulation by H,O, for purification of hydrocarbon-contaminated soil
was investigated under laboratory conditions. Paralelly, its influence on the dynamics of soil microflora has been
tested. The use of combined techniques bioaugmentation and stimulation did not result in a significant reduction
of the total content of petroleum compounds in contaminated soil. The tested method was most effective in case
of degradation of PAHs; causing almost fourfold content decrease in their concentration (from 204 mg-kg! to 54
mg-kg?). In the case of other hydrocarbons, there was no significant reduction in content. This was probably the
result of their desorption from the soil complex. Bioremediation supported by Y. lipolytica A101 in combination
with hydrogen peroxide stimulate the development of procaryotic microorganisms.

Keywords: soil, remediation, petrochemicals, Yarrowia lipolytica, hydrogen peroxide,

WSTEP usuwania skazen ze srodowiska [Scow i Hicks
2005]. Poniewaz biodegradacja weglowodorow

Glownym zatoZzeniem bioremediacji jest  ropopochodnych moze by¢ ograniczana przez
zwigkszenie efektywnosci dzialania proceséw  wiele czynnikow takich, jak mikrobiota, dostep-
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no$¢ zwigzkow biogennych, odczyn Srodowiska,
temperatura, wilgotnos¢, dostepnosc tlenu, wia-
Sciwosci fizykochemiczne gleby i stezenie skaze-
nia [Pala i wsp. 2006] mozna stosowac stymula-
cje i/lub bioaugumentacje [Jeon i wsp. 2013].

Technika stymulacji polega na dostarczeniu
do skazonego $rodowiska substancji biogennych
takich, jak azot czy fosfor [Calvo i wsp. 2009,
Dellagnezze i wsp. 2014], a takze natlenienia,
badz zastosowanie srodkéw emulgujacych lub
powierzchniowo czynnych, ktore zwigkszaja
rozpuszczalno$¢ substancji hydrofobowych. Sub-
stancje te sg wowczas tatwiej dostepne dla mi-
kroorganizmow [Calvo i wsp. 2009, Suja i wsp.
2014], co stymuluje wzrost drobnoustrojow auto-
chtonicznych, w tym szczepdéw zdolnych do bio-
degradacji skazenia.

Bioaugumentacja polega na wprowadzeniu
do skazonego $rodowiska szczepow lub konsor-
cjow mikroorganizméw o udokumentowanych
wlasciwosciach degradujacych. Technika ta jest
zalezna od wielu czynnikow biotycznych i abio-
tycznych, takich jak budowa chemiczna zanie-
czyszczenia, jego dostgpnos¢ i stezenie, odczyn
srodowiska, temperatura otoczenia, wilgotnosc¢
oraz dostgpnos¢ tlenu. W zwigzku z tym istotny
jest odpowiedni dobor mikroorganizméw do pro-
cesu oczyszcezania.

Szczepy wykorzystywane w bioaugumenta-
cji musza charakteryzowac si¢ nie tylko zdolno-
$cig do degradacji danego skazenia, ale rowniez
do szybkiego namnazania si¢ w tym S$rodowi-
sku oraz konkurencyjnoscia do mikroflory auto-
chtonicznej i zdolno$ciag do zdominowania ska-
zonego obszaru [Dellagnezze i wsp. 2014, Suja
i wsp. 2014]. Do takich mikroorganizmow naleza
bezwzglednie tlenowe drozdze Yarrowia lipo-
lytica, ktore wykazuja zdolnosci do degradacji
substancji hydrofobowych, takich jak: substan-
cje ropopochodne, thuszcze, oleje 1 kwasy thusz-
czowe [Ferreira i wsp. 2009, Krzysko-Lupicka
2009, Krzysko-Lupicka i Robak 2011]. Szerokie
uzdolnienia enzymatyczne (lipazy, esterazy, re-
duktazy, proteazy, RNazy, fosfatazy, oksygenazy,
B-oksydazy) oraz zdolnos$ci do biosyntezy biosur-
faktanow i1 kwasdéw organicznych sprzyjaja aku-
mulacji i degradacji skazen [Papanikolaou i wsp.
2009, Zinjarde i wsp. 2014] w r6éznych warun-
kach srodowiskowych [Vatsal i wsp. 2011, Zin-
jarde 1 wsp. 2014]. Wszystkie szczepy Y. lipoly-
tica sg uznawane za bezpieczne, tatwe do namna-
zania na surowcach odpadowych, co jest atutem
w ochronie $rodowiska [Rywinska i wsp. 2013,
Zinjarde i wsp. 2014].

Natlenienie ma $cisty wptyw na posta¢ mor-
fologiczng drozdzy Y. lipolytica. W przypadku
matej ilosci tlenu lub jego braku drozdze przybie-
rajg forme pseudogrzybni lub prawdziwej grzyb-
ni, natomiast w przypadku duzego natlenienie
rosng w postaci pojedynczych komorek. Jeszcze
nie wiadomo jaki ma to wptyw na rozktad we-
glowodoréw ropopochodnych, jednak niektorzy
badacze uwazaja, ze rozklad przebiega szybciej
w obecnosci pojedynczych okragltych komorek
drozdzowych. Pewne jest, ze gdy Y. lipolytica
przybiera morfologi¢ grzybni zmniejszaja si¢
jej uzdolnienia enzymatyczne i1 maleje ilos¢
wydzielanych  kwaséw  organicznych oraz
zmniejsza si¢ ilo$¢ zakumulowanych lipidow
[Bellou i wsp. 2014].

Celem badan byta ocena przydatnosci tacz-
nego wykorzystania techniki stymulacji nadtlen-
kiem wodoru i biuoaugumentacji szczepionka
drozdzowg Yarrowia lipolytica A101 do oczysz-
czania gleby z substancji ropopochodnych, w wa-
runkach laboratoryjnych oraz ocena wptywu tych
zabiegdéw na dynamik¢ zmian mikrobioty gleby.

MATERIALY | METODY

Materiat badawczy stanowita gleba gliniasta
skazona substancjami ropopochodnymi, pobra-
na z miejsca skazenia i sktadowana przez 2 lata
w warunkach naturalnych. Miata ona posta¢ za-
thuszczonej masy barwy czarnej o specyficznym
zapachu i pH 8, w ktérej zawarto$¢ substancji ro-
popochodnych wynosita ok. 17000 [mg-kg's. m].
Glebg te wykorzystano do zatozenia doswiadczen
wazonowych. Proby badawcze (YLO) stanowity
wazony, do ktorych wprowadzano po 1 kg gleby,
a nastepnie dodano nadtlenek wodoru w przeli-
czeniuna Img O, g s.m., doktadnie wymieszano
1 po 10 minutach wprowadzono 10% (v/v) inocu-
lum Yarrowia lipolytica o gestosci 2-107jtk-cm™:
Kontrole (K) stanowit obiekt bez dodatkow. Wil-
gotnos¢ utrzymywano na poziomie 60% i co 2
dni uzupetniano ubytki wody, kontrolujac mase
wazondéw za pomocg wagi. Doswiadczenia wazo-
nowe zalozono w 3 powtdrzeniach. Tak przygo-
towang glebe w nieostonigtych wazonach inku-
bowano w temperaturze pokojowej 22°C (£2°C)
przez 60 dni.

Proces usuwania skazen z badanej gleby kon-
trolowano pobierajac z wazondéw kazdorazowo
po 10 g gleby do oznaczen chemicznych i mikro-
biologicznych. Proby pobierano na poczatku do-
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$wiadczenia (czas 0) po 6 godzinach oraz po 30
1 60 dniach. Skuteczno$¢ bioremediacji okreslano
w stosunku do kontroli (gleba bez dodatkow).

Oznaczenie sktadu ilosciowego bakterii, pro-
mieniowcdw, drozdzy, grzybow strzepkowych
i mikroorganizmoéw metabolizujacych heksade-
kan prowadzono standardowa metoda hodowlana
w typowych dla poszczegdlnych mikroorgani-
zmoéw podtozach [Krzysko i wsp. 2013]. Wyniki
opracowano, wyznaczajac odchylenie standardo-
we od $redniej liczebnosci mikroorganizmow.

Przeprowadzono rowniez badania fizykoche-
miczne [Krzysko-Lupicka i wsp.. 2013] w celu
oznaczanie kwasowosci gleby, suchej masy oraz
analizy ilosciowej i jako$ciowej ekstraktow sub-
stancji ropochodnych.

Oznaczenie kwasowo$ci odpadu w roztworze
KCI (pH,,) wykonano metodg potencjometrycz-
ng, przy uzyciu pH — metru typu N-512 firmy
ELPO, a suchej masy metoda wagowg po susze-
niu gleby w temperaturze pokojowe;.

Oznaczenie  weglowodorow  n-alifatycz-
nych o dlugosci tancucha weglowego od C8
do C40, weglowodorow aromatyczne (BTEX)
oraz  wielopierscieniowych  weglowodorow
aromatycznych (WWA) oznaczano metoda
chromatografii gazowe;j.

Probki do oznaczen chromatograficz-
nych usredniano wazono i suszono w tempe-
raturze pokojowej bezwodnym siarczanem
sodowym (POCH).

Ekstrakcje badanych zwigzkéw przeprowa-
dzono w automatycznym ekstraktorze fexIKA®
firmy IKA — Werke. Do ekstrakcji BTEX oraz
WWA zastosowano dichlorometan (POCH GC
grade), a n-alkanow — n-heksan (POCH GC gra-
de). Ekstrakty do analiz WWA oczyszczano me-
toda chromatografii kolumnowej za pomoca ak-
tywowanego tlenku glinu (Aldrich).

Tabela 1. Warunki analizy chromatograficznej
Table 1. The chromatographic analysis conditions

Analizg ilosciowg 1 jakosciowa otrzymanych
ekstraktow prowadzono metoda chromatografii
gazowej, przy zastosowaniu chromatografu ga-
zowego VARIAN CP — 3800 z detektorem FID.
Warunki prowadzenia analizy chromatograficz-
nej przedstawiono w tabeli 1.

WYNIKI

Stymulacja H,O, i inokulacja szczepionka
Y lipolytica 101 gleby skazonej substancjami ro-
popochodnymi w ré6znym stopniu wptywata na
rozwo6j mikroorganizmow. Liczba bakterii do 30
dnia do$wiadczenia byta 10 — krotnie mniejsza
niz w kontroli, natomiast w 60 dniu 10 — krot-
nie wigksza. Liczba promieniowcow wzrosta
100 — krotnie w 30 dniu doswiadczenia w porow-
naniu do kontroli, a nastepnie ulegta obnizeniu
do jej poziomu. W przypadku grzybow strzepko-
wych ich liczba w trakcie calego doswiadczenia
byta 10-100 razy mniejsza niz w kontroli. Na-
tomiast liczebno$¢ drozdzy poczatkowo wzro-
sta pietnastokrotnie w stosunku do kontroli, ale
w nastepnych okresach badawczych obnizyta si¢
10-100 razy. Liczebno§¢ mikroorganizméw me-
tabolizujacych heksadekan w obiekcie poddanym
bioremediacji wzrosta 10 — krotnie dopiero w 60
dniu doswiadczenia (rys. 1)

W procesie bioremediacji zaobserwowano
takze zmiany pH gleby oraz sktadu chemicznego
badanych probek. Laczne zastosowanie stymula-
cji gleby H,O, 1 inokulacji szczepionkg Y. lipoly-
tica 101 w porownaniu do kontroli spowodowato
obnizenie pH do 6,6 po 30 dniach badan, a na-
stepnie jego wzrost do pH 7. W kazdym przypad-
ku byto ono nizsze niz w kontroli, co moze by¢
wskaznikiem przemian substancji ropopochod-
nych zachodzacych w wyniku zastosowania po-
laczonych technik (rys. 2).

Weglowodory zanieczyszczajace gleb
Warunki GC ©9 y y jace geve
BTEX WWA n-alifatyczne

VF5-ms, 30 m VF5-ms, 30 m VF1-ms, 30 m
Kolumna kapilarna ID 0,25 mm ID 0,25 mm ID 0,53 mm

if 0,25um if 0,25um if 1,50um
Przeptyw gazu nosnego (He) 1 cm® na minute 1 cm® na minute 3 cm?® na minute
Temperatura dozownika 250°C 300°C 300°C
Temperatura detektora 280°C 310°C 325°C
Program temperaturowy 30-2/4/50/5/150 105-2/4/300-10 100-1/12/320-12
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Rys. 1. Zmiany liczebnos$ci mikroorganizméw glebowych po 6 godzinach oraz 30 i 60 dniach trwania doswiad-
czenia; bakterie (a), promieniowce (b), drozdze (c), grzyby strzepkowe (d), mikroorganizmy metabolizujace
heksadekan (GDW) (e). (K — kontrola; YLO — gleba stymulowana H,0, i szczepionka Y. lipolytica A101 )
Fig. 1. The changes of soil microorganisms number after 6 hours and after 30 and 60 days of experiment: bac-
teria (a), actinomycetes (b), yeasts (c), fungi (d) and microorganisms using hexadecane as a sole carbon source
(HGD)(e). (C — control; YLO - soil with H,0O, and inoculum Y. lipolytica A101)
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Rys. 2. Zmiany pH gleby skazonej substancjami ropopochodnymi po zastosowaniu techniki bioremediacji
(K —kontrola; YLO — gleba stymulowana H,O, i szczepionkg Y. lipolytica A101
Fig. 2. Changes of pH of soil samples polluted with crude oil products after use bioremediation techniques
(C — control; YLO — soil with H,0, and inoculum Y. lipolytica A101)

Efektem zastosowanych technik byl wzrost  glowodoréw z kompleksu glebowego, gdyz

og6lnej zawartosci weglowodorow w porow- rownolegle obserwowano wzrost zawartoSci
naniu do st¢zenia wyj$ciowego, najwigkszy po weglowodorow n-alifatycznych 1 BTEX przy
6 godzinach procesu. Zjawisko to moze wska- réwnoczesnym znacznym obnizeniu zawartoSci

zywaé¢ na miejscowa desorpcje i dyfuzje we- karcenogennych WWA.
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Nastepnie odnotowano obnizenie ogdlnej za-
wartosci weglowodorow, ale w stopniu nizszym
niz w kontroli (rys. 3). Takze ogdlna zawartos¢
weglowodoréw  n-alifatycznych  (n-alkanow)
w poczatkowym okresie procesu wzrosta o ok.
20%, a nastepnie obnizala si¢ i w 60 dniu badan
osiggneta warto$¢ 16004 mg-kg!. Jednak efek-
tywno$¢ bioremediacji byta znacznie nizsza niz
procesow samorzutnych, gdyz w tym samym
czasie w obiekcie kontrolnym obserwowano sys-
tematyczne obnizanie ogolnej zawartosci tych we-
glowodoréw z 16997 do 10719 mg-kg! (rys. 4).

Analiza sktadu jakos$ciowo-ilosciowego we-
glowodorow alifatycznych nie pozwala jedno-

znacznie stwierdzi¢, ktére z nich tatwiej ulegaja
biodegradacji. Zarowno po 30 jak i 60 dniach
bioremediacji w glebie poddanej modyfikacji
zaobserwowano redukcj¢ n-alkanow o dlugosci
tancuchow od C30 do C40. Najwyzsze roznice
w zawartosci n-alkanow pomigdzy gleba mody-
fikowang a kontrolg odnotowano dla wegglowodo-
row o dhugosci tancuchow od C12 do C24. Ich
stezenie w ukladzie poddanym bioremediacji
bylo $rednio dwa razy wyzsze niz w glebie kon-
trolnej. Wyjatek stanowity weglowodory Cl14,
ktorych zawarto$¢ w uktadzie poddanym mody-
fikacji byta dziesigciokrotnie wyzsza w porowna-
niu do kontroli. Natomiast w procesie samorzut-
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Rys. 3. Zmiany calkowitej zawarto$ci substancji ropopochodnych [mg-kg! s.m.] w glebie po procesie biodegra-
dacji. (K - kontrola; YLO — gleba stymulowana H,O, i szczepionkg Y. lipolytica A101)
Fig. 3. The total content of petrochemicals [mg kg' DM] in contaminated soil after biodegradation process.
(C — control; YLO — soil with H,0, and inoculum Y. lipolytica A101)

= 25000
g =
._mg
2% 20000
=
EZ
=% 15000
S §
£
=8 10000
s g2
el
£z
25 5000
B 0
[=]
= 0 0,25
EK/C

30 60[dni]/[days]
EYLO

Rys. 4. Zmiany zawartosci weglowodorow n-alifatycznych [mg-kg's.m.] w glebie po 0,25dnia (a),
30 dniach (b) i 60 dniach (c) procesu biodegradacji. (K — kontrola; YLO — gleba stymulowana H,O,
i szczepionka Y. lipolytica A101
Fig. 4. The content changes of n-aliphatic hydrocarbons [mg-kg ' DM] during experiment after 0,25 day (a),
30 days (b) and 60 days (c) after biodegradation process. (C — control; YLO — soil with H O, and inoculum Y.
lipolytica A101
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nym przez caly czas trwania badan nastgpowato
systematyczne obnizenie stezenia tych weglowo-
dorow (tab. 2).

W glebie modyfikowanej, w porownaniu
do kontroli, odnotowano takze wzrost stezenia
BTEX, najwyzszy w 30 dniu badan. Spowodo-
wany byt on wzrostem zawartosci benzenu, co
moze sugerowa¢ oderwanie fancuchéw bocznych
w zwigzkach monoaromatycznych, tym bardziej,
ze rownolegle zaobserwowano wzrost stgzen
nizszych weglowodorow n-alifatycznych w po-
réwnaniu do kontroli. Koncowe stezenie BTEX
w obiektach bioremediowanych byto dwukrotnie
wyzsze od stezenia wyjsciowego i czterokrotnie
wyzsze niz w kontroli (tab. 3).

W przypadku WWA, z wyjatkiem pierw-
szego okresu bioremediacji gdy ich zawartos¢
obnizyla si¢ o ok. 75%, nie zaobserwowano
szczegoblnych zmian ich zawarto$ci w porowna-
niu do kontroli. W efekcie koncowym redukcja
WWA w obiekcie kontrolnym wyniosta 69%,
a w wariancie modyfikowanym 64% w stosunku
do wyjsciowego stezenia WWA. Zastosowana

metoda bioremediacji cechowata si¢ najwigk-
sza skutecznoscia w degradacji: acenaftylenu,
fluorenu, fenantrenu, antracenu, benzo(a)antra-
cenu, benzo(b)fluorenu, benzo(a)pirenu i diben-
zo(a,h)antracenu (tab. 4).

Pomimo, ze efektywno$¢ procesu mierzona
zawarto$cig WWA w glebie byla na zblizonym
poziomie zar6wno w kontroli, jak i1 glebie mody-
fikowanej, jednak kierunek biodegradacji byt roz-
ny w obydwu wariantach. Potwierdzaja to zmiany
w stosunku zawartosci weglowodoréw 4—6 pier-
scieniowych (DMC) do zawartos$ci weglowodo-
row 2-3 pierscieniowych (MMC). W glebie pod-
danej bioremediacji stosunek ten jest mniejszy od
jednosci, co wskazuje na przyspieszony rozktad
WWA o duzej masie czasteczkowej w kierun-
ku tworzenia zwiazkéw niskoczasteczkowych
(weglowodoréw 2-3 pierscieniowych). Z kolei
w kontroli przewazaja weglowodory o duzej ma-
sie czasteczkowej (4—6 pierScieniowe), co jest naj-
prawdopodobniej efektem dimeryzacji zwigzkow
2 — 3 pierscieniowych z rownoczesnym tworze-
niem zwigzkow wielkoczasteczkowych (rys. 5).

Tabela 2. Zmiany zawarto$ci poszczegdlnych weglowodorow n-alifatycznych [mg-kg's.m.] w glebie podanej

bioremediacji
Table 2. The content changes of n-aliphatic hydrocarbons in soil during experiment [mg-kg ' DM]
Czas [dni] 0 0,25 30 60
Weglowodory
n-alifatyczne K YLO K YLO K YLO K YLO
[mg-kg 's.m.]
Cc8 58 58 58 28 29 62 16 26
C9 23 23 23 60 12 43 3 15
C10 57 57 57 130 32 113 4 49
C1 157 157 157 318 87 280 6 129
C12 384 384 384 651 205 579 74 390
C13 404 404 404 649 207 580 102 371
C14 584 584 584 1100 299 1000 73 789
C15 1021 1021 1021 1488 513 1355 467 1119
C16 1097 1097 1097 1809 556 1669 302 1260
C17 1696 1696 1696 1801 856 1677 1162 1590
C18 1593 1593 1593 1718 813 1590 1157 1515
C19 1124 1124 1124 1376 564 1279 862 1339
C20 899 899 899 1165 481 1150 765 1109
C21 599 599 599 777 321 767 510 740
C22 566 566 566 644 932 614 387 585
C24 1126 1126 1126 1143 1040 1081 545 1087
C26 1575 1575 1575 1508 1130 1361 1085 1218
C28 1371 1371 1371 1245 882 1135 905 986
C30 972 972 972 1296 898 762 1041 694
C32 871 871 871 843 913 819 700 600
C40 603 603 603 49 789 505 486 393
Suma 16780 16780 16780 19798 11559 18421 10652 16004

K —kontrola; YLO — gleba stymulowana H,O, i szczepionka Y. lipolytica A101
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Tabela 3. Srednia zawarto$¢ weglowodoréw monoaromatycznych (BTEX) po 0,25, 30 i 60 dniach

trwania procesu

Table 3. The content of monoaromatic hydrocarbons ( BTEX) during experiment after 0,25, 30 and 60 days

Czas [dni] 0 0,25 30 60

BTEX [mg-kg's.m.] K YLO K YLO K YLO K YLO
Benzen 0,6 0,6 0,6 0,8 37,1 28,4 3,9 18,0
Toluen 1,6 1,6 1,6 0,8 0,3 0,3 0,9 0,4
Etylobenzen 0,3 0,3 0,3 0,5 0,6 0,3 0,1 0,6
m+p-ksylen 1,2 1,2 1,2 1,4 0,3 0,6 0,2 1.1
o-ksylen 1,6 1,6 1,6 2,2 0,3 0,3 0,2 1,0
Styren 1,4 1,4 1,4 1,7 0,2 0,4 0,1 0,1
Izopropylobenzen 5,0 5,0 5,0 59 0,4 1,0 0,5 2,4
Suma 11,6 11,6 11,6 13,2 39,1 31,2 6,0 23,6

K —kontrola; YLO — gleba stymulowana H,O, i szczepionkg Y. lipolytica A101

Tabela 4. Srednia zawartos¢ WWA glebie po 0,25, 30 i 60 dniach trwania procesu
Table 4. The content of PAHs during experiment after 0,25, 30 and 60 days

Czas [dni] 0 0,25 30 60

WWA [mg-kg's.m.] K YLO K YLO K YLO K YLO
Naftalen 24,0 24,0 24 21,7 3,7 9,6 3,6 12,2
Acenaftylen 13,8 13,8 13,8 3,8 2,2 4,7 2,9 9,7
Acenaften 42,9 42,9 42,9 1,7 4,9 12,2 121 1,3
Fluoren 52 52 52 1,0 0,9 1,9 1.1 0,6
Fenantren 10,2 10,2 10,2 2,2 1,3 2,2 2,8 0,6
Antracen 13,6 13,6 13,6 1,5 2,0 4,3 53 0,8
Fluoranten 23,5 23,5 23,5 1,1 1,3 1,7 4,7 15,5
Piren 1,3 1,3 1,3 0,2 0,5 0,7 0,6 4.4
Benzo(a)antracen 21 2,1 2,1 0,3 4,6 0,6 17,1 1,3
Chryzen 11,6 11,6 11,6 1,2 1.1 0,7 0,5 1,3
Benzo(b)fluoranten 15,6 15,6 15,6 2,2 2,4 0,9 6,5 6,3
Benzo(k)fluoranten 58 5,8 5,8 2,0 2,3 0,6 1,3 11,2
Benzo(a)piren 5,0 5,0 5,0 1,9 1,8 0,7 0,4 7,8
Indeno(1,2,3-cd)piren 27,8 27,8 27,8 0,8 4,0 3,8 1,2 1,7
Dibenzo(a,h)antracen 1,4 1,4 1,3 1,0 3,8 3,4 2,5 0,7
Benzo(g,h,i)perylen 1,8 1,8 1,8 1,6 0,5 1,8 0,4 0,4
Suma 205,6 205,6 205,5 54,2 37,3 49,2 63 75,8

(K —kontrola; YLO — gleba stymulowana H,O, i szczepionkg Y. lipolytica A101

DYSKUSJA

Substancje ropopochodne skazajace glebe
niekorzystnie wptywaja na jej podstawowe funk-
cje ekologiczne [Jacques i wsp. 2008, Haritash
i Kaushik 2009, Pawetczak i wsp. 2015]. W sktad
tych substancji wchodza :

e wysoce toksyczne lekkie frakcje benzynowe
(weglowodory alifatyczne C3-C11), ktore sa
mobilne, reaktywne i w duzych stezeniach,

e mniej toksyczne ciezkie frakcje olejowe (we-
glowodory alifatyczne, dlugotancuchowe
C12-C40), ktore zasklepiaja pory glebowe,
podlegaja starzeniu i niszcza strukture gleby,
ale jednoczesnie sa najlatwiej degradowalne
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e najbardziej niebezpieczne weglowodory mo-
noaromatyczne (BTEX) i policykliczne WWA

Proces biodegradacji substancji ropopo-
chodnych przyspieszaja i aktywnie wspomagaja
szczepionki niepatogennych drozdzy Yarrowia
lipotylica [ Vassiliev i wsp. 2001, Bankar i Kumar
2009, Robak i wsp. 2011, Pawelczak i wsp. 2015].
Produkowane przez nie biosurfaktanty (emulsan)
zwickszaja dostepnos¢ hydrofobowych substan-
cji, a tym samym ulatwiajg ich biodegradacje.
Ponadto szczepionki te sprzyjaja ukorzenieniu
roslin oraz wptywaja na poprawe struktury jako-
sciowej drobnoustrojow w glebie. Wykorzystanie
szczepionki Y. lipolytica w usuwaniu skazen sub-
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Rys. 5. Stosunek WWA 4 — 6 pierscieniowych (DMC) do 2 — 3 pierscieniowych (MMC); YLO -gleba stymu-
lowana H,0, i bioaugmentowana Y. lipolytica A101,; K- kontrol
Fig. 5. The ratio of 4 — 6 (HMW) and 2 — 3 ring (SMW) cyclic PHAs ; YLO — soil with H O, and inoculum
Y lipolytica A101; C — control

stancjami ropopochodnymi zostato ocenione jako
zadowalajgce [Margesin i Schinner 1997, Robak
2011, Krzysko-Lupicka przygotowana do druku],
chociaz dotychczas nie poznano mechanizmow
tych proceséw [Beopoulos i wsp. 2010].

Stymulacja procesu biodegradacji substancji
ropopochodnych nadtlenkiem wodoru zwigk-
szata o 35% efektywno$¢ zanikania weglowo-
dorow n-alifatycznych (C8-C40) i o 50% WWA
w poréwnaniu do obiektow niemodyfikowanych,
ale nie wptyneta na istotne zmiany zawartosci
weglowodorow monoaromatycznych (BTEX)
w czasie. W efekcie koncowym catkowite stgze-
nie BTEX obnizylo si¢ o okoto 50% w stosunku
do zawartosci wyjsciowych, ale po zakoncze-
niu procesu nie zaobserwowano roéznic pomig-
dzy obiektem modyfikowanym a kontrolnym
[Rosik -Dulewska i wsp. 2015]

Natomiast taczne zastosowanie stymulacji
H,0, 1 bioaugmentacji Y. lipolytica nie wptywato
na obnizenie og6lnej zawartosci weglowodorow
w skazonej glebie, ale mialo wptyw na kierunek
przemian. W trakcie procesu, zwlaszcza w po-
czatkowym okresie, zaobserwowano gwattowny
wzrost zawartosci substancji ropopochodnych,
co mogto by¢ zwigzane z ich desorpcja z kom-
pleksu glebowego [Haritash i Kaushik 2009,
Robak i wsp. 2011, Krzysko-Lupicka i wsp.
2013, Rosik-Dulewska i wsp. 2015], degradacja
zwigzkow cyklicznych ktérych redukcja mogta
zachodzi¢ pod wplywem wolnych rodnikow po-

wstatych z rozpadu nadtlenku wodoru [Sirguey
i wsp. 2008]. Zaobserwowane w naszych bada-
niach czterokrotne obnizenie zawarto§ci WWA
po 6 godzinach bioremediacji z wykorzystaniem
stymulacji H,O, i bioaugmetacji Y. lipolytica mo-
glo wiec by¢ zwigzane z utleniajacym dziataniem
H,0, Wielu autorow wskazuje na wplyw natle-
nienia na wzrost biodostepnosci wigzan w weglo-
wodorach [Zhang 2006, Jung i wsp. 2008, Fer-
reira 1 wsp. 2009, Menendez-Vega i wsp. 2010,
Zinjarde 1 wsp. 2014]. Jonsson i wsp. (2007)
wykazali, ze antracen, benzo(a)pirenu i piren sg
bardziej podatne na utlenianie rodnikami hydrok-
sylowymi niz inne WWA o podobnej strukturze.
Jednakze w 60 dniu prowadzonej przez nas biore-
mediacji zaobserwowano wzrost zawartosci ben-
zo(a)pirenu, co moglto by¢ spowodowane jego
desorpcja z por glebowych [Haritash i Kaushik
2009], kumulacja przez glebowe szczepy Bacil-
lus megaterium [Kwapisz 2006] a takze kometa-
bolizmem innych zwigzkéw cyklicznych [String-
fellow i wsp. 1995, Dean-Ross i wsp. 2002].
Pomimo, ze efektywno$¢ procesu mierzona
zawartoscia WWA w glebie byla na podobnym
poziomie zarowno w kontroli, jak i glebie modyfi-
kowanej, jednak kierunek biodegradacji byt rozny
w obydwu wariantach. Niski stosunek WWA o licz-
bie pierscieni 4, 51 6 do WWA zawierajacych 213
pierscienie weglowe w glebie po modyfikacjach
wskazuje, ze uzyta metoda powoduje przyspiesze-
nie rozkladu WWA o duzej masie czasteczkowe;.
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Towarzyszacy  procesowi  bioremediacji

wzrost kwasowosci gleby moze by¢ zwigzany
z metabolizmem weglowodorow i powstaniem
kwasow karboksylowych [Aitken i Long 2004].

WNIOSKI

1.

Zastosowanie potgczonych technik stymula-
¢ji H,0, 1 bioaugmentacji Y. lipolytica A101
prowadzito do obnizenia odczynu gleby w po-
roéwnaniu do kontroli, co moze by¢ wskazni-
kiem przemian substancji ropopochodnych.

Zastosowanie potaczonych technik nie wpty-
neto zasadniczo na redukcje ogodlnej zawar-
tosci n-alkanow, ale stymulowato redukcje
zwigzkow o dlugosci tancuchéw weglowych
od C30 do C40.

. Zawarto$¢ poszczegdlnych weglowodorow

monoaromatycznych (BTEX) za wyjatkiem
benzenu, ulegata obnizeniu w czasie trwania
procesu bioremediacji

Biostymulacja polaczona z bioaugmenta-
cja zwickszala efektywnos$¢ redukcji WWA
w pierwszych godzinach trwania procesu
biodegradacji.

Efektywnos$¢ procesu mierzona zawarto$cia
WWA w glebie byta na podobnym poziomie
zardbwno w kontroli, jak i glebie modyfikowa-
nej, jednak kierunek biodegradacji byt rozny
w obydwu wariantach w zalezno$ci od ilosci
pierscieni w czasteczkach.

Zastosowana metoda bioremediacji cechowa-
fa si¢ najwicksza skuteczno$cig w degradacji:
acenaftylenu, fluorenu, fenantrenu, antracenu,
benzo(a)antracenu, benzo(b)fluorenu, benzo-
(a)pirenu i dibenzo(a,h)antracenu.

LITERATURA

1.

64

Aitken M.D., Long T.C. 2004. Biotransformation,
Biodegradation, and Bioremediation of Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons. Biodegradation and Bio-
remediation 2, 83—124.

Bankar A.V., Kumar A.R., Zinjarde S.S. 2009.
Removal of chromium (VI) ions from aqueous
solution by adsorption onto two marine isolates of
Yarrowia lipolytica. Journal Hazardous Materials
170(1), 487—494.

Bellou S., Makri A., Triantaphyllidou L.E., Papa-
nikolaou S., Aggelis G. 2014. Morphological and

10.

11.

12.

13.

metabolic shifts of Yarrowia lipolytica induced by
alteration of the dissolved oxygen concentration
in the growth environment. Microbiology 160(4),
807-817.

Beopoulos A., Desfougeres T., Sabirova J., Zinjarde
S., Nicaud J.M. 2010. The hydrocarbon degrading
oleaginous yeast Yarrowia lipolytica Chapter 35.
In: Handbook of hydrocarbons and lipid biology.
(K.N. Timmis Ed.) Springer-Verlag Berlin Heidel-
berg, 19, 2111-2121.

Calvo C., Manzanera M., Silva-Castro G.A., Uad
I., Gonzalez-Lopez J. 2009. Application of bio-
emulsifiers in soil oil bioremediation processes.
Future prospects. Science of The Total Environ-
ment 407(12), 3634-3640.

Dean-Ross D., Moody J., Cerniglia C.E. 2002.
Utilization of mixtures of polycyclic aromatic
hydrocarbons by bacteria isolated from contami-
nated sediment. FEMS Microbiology Ecology
41(1), 1-7.

Dellagnezze B.M., Sousa G.V., Martins L.L., Do-
mingos D.F., Limache E.E.G., Vasconcellos S.P.,
Cruz G.F, Oliveira V.M. 2014. Bioremediation po-
tential of microorganisms derived from petroleum
reservoirs. Marine Pollution Bulletin 89(1-2),
191-200.

Ferreira T., Azevedo D., Coelho M.A., Rocha-
Ledo M.H. 2009. The crude oil degrading poten-
tial of Yarrowia lipolytica. New Biotechnology 25,
223-228.

Haritash A.K., Kaushik C.P. 2009. Biodegrada-
tion aspects of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
(PAHSs): a review. Journal of Hazardous Materials
169: 1-15.

Jacques R.J., Okeke B.C., Bento F.M., Teixeira
A.S., Peralba M.C., Camargo F.A. 2008. Micro-
bial consortium bioaugmentation of a polycyclic
aromatic hydrocarbons contaminated soil. Biore-
source Technology 99(7), 2637—43.

Jeon J., Murugesan K., Nam I., Chang Y. 2013.
Coupling microbial catabolic actions with abiotic
redox processes: A new recipe for persistent or-
ganic pollutant (POP) removal. Biotechnology Ad-
vances 31(2), 246-256.

Jonsson S., Persson Y., Frankki S., van Bavel B.,
Lundstedt S., Haglund P., Tysklind M. 2007. Deg-
radation of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs) in contaminated soils by Fenton’s reagent:
a multivariate evaluation of the importance of soil
characteristics and PAH properties. Journal Haz-
ardous Materials 149(1), 86—96.

Jung H., Sohn K.D., Neppolian B., Choi H. 2008.
Effect of soil organic matter (SOM) and soil tex-
ture on the fatality of indigenous microorganisms
in intergrated ozonation and biodegradation. Jour-
nal of Hazardous Materials 150(3), 809—17.



Inzynieria Ekologiczna / Ecological Engineering Vol. 49, 2016

14. Krzysko-Lupicka T., 2009. Dynamika zmian mik-
robiologicznych i przemian tluszczu w zaolejonej
ziemi bielgcej w zaleznosdci od jej modyfikacji.
Uniwersytet Opolski Studia i Monografie, 417.
Wydawnictwo Uniwersytetu Opolskiego, Opole.

15. Krzysko-tupicka T., Robak M., 2011. Drozdze
Yarrowia lipolytica w biodegradacji substancji
thuszczowych zaolejonej ziemi bielacej. Acta Sci-
entarum Polonorum Biotechnologia 10 (4), 29-38.

16. Krzysko-Lupicka T., Ciesielczuk T., Chwatowska
M., 2013. Stymulacja preparatem Fyre —Zyme
procesu biodegradacji substancji ropopochodnych
w skazonej glebie. Acta Scientarum Polonorum
Biotechnologia 12(1), 5-18.

17.Krzysko-Lupicka T., Krecidlo L. Ocena wpltywu
bioaugeumetacji szczepionka Yarrowia lipolytica
A101 na biodegradacje weglowodoréw ropopo-
chodnych w skazonej glebie. Publikacja w przy-
gotowaniu do druku.

18. Kwapisz E., 2006. Szlaki tlenowej biodegradacji
ropy naftowej. Biotechnologia 2(73), 166 —188.

19. Margesin R., Schinner F. 1997. Effect of tempera-
ture on oil degradation by psychotrophic yeast In
liquid culture and In soil. FEMS Microbiology
Ecology 24, 243-249.

20.Menendez-Vega D., Gallego J.L., Pelacz A.L,
Fernandez de Cordoba G., Moreno J., Munoz D.,
Sanchez J. 2010. Engineered in situ bioremediation
of soil and groundwater polluted with weathered
hydrocarbons. European Journal of Soil Biology
43(5-6): 310-321.

21.Pala D.M., Carvalho D.D., Pinto, J.C., Sant’ Anna
G.L. 2006. A suitable model to describe bioreme-
diation of a petroleum-contaminated soil. Inter-

national Biodeterioration and Biodegradation 58
(3-4), 254-260.

22.Pawelczak M., Dawidowska-Marynowicz B.,
Oszywa B., Koszalkowska M., Krecidlo L.,
Krzysko-Lupicka T. 2015. Influence of bioreme-
diation stimulators in soil on development of oat
seedlings (Avena sativa) and their aminopeptidase
activity. Archives of Environmental Protection
41(1), 24-28.

23. Papanikolaou S., Chatzifragkou A., Fakas S., Gal-
iotou-Panayotou M., Komaitis M., Nicaud J., Ag-
gelis G. 2009. Biosynthesis of lipids and organic
acids by Yarrowia lipolytica strains cultivated on
glucose. European Journal of Lipid Science and
Technology 111(12), 1221-1232.

24.Robak M., Boruczkowski T., Drozdz W., Lazar Z.,
Baranowska M., Przado D., Steininger M. 2011.

Zastosowanie drozdzy Yarrowia lipolytica do bio-
remediacji gruntu zanieczyszczonego olejem kreo-
zotowym. Ochrona Srodowiska 33(2), 27-33.

25. Rosik-Dulewska C., Krzysko-Lupicka T., Ciesiel-
czuk T., Krecidlo L. 2015. Hydrogen peroxide as
a biodegradation stimulator in remediation pro-
cesses of soils heavily contaminated with petro-
chemicals. Polish Journal of Chemical Technology
17(2), 17-22.

26.Rywinska A., Juszczyk P., Wojtatowicz M., Ro-
bak M., Lazar Z., Tomaszewska L., Rymowicz W.
2013. Glycerol as a promising substrate for Yar-
rowia lipolytica biotechnological applications.
Biomass and Bioenergy 48, 148—166.

27.Scow K.M., Hicks K.A. 2005. Natural attenuation
and enhanced bioremediation of organic contami-

nants in groundwater. Current Opinion Biotechnol-
ogy 16 (3), 246-253.

28. Sirguey C. de Souza e Silva T.P., Schwartz C., Si-
monnot M. (2008): Impact of chemical oxidation
on soil quality. Chemosphere 72(2), 282-289.

29. Stringfellow W.T., Aitken M.D. 1995. Competitive
metabolism of naphthalene, methylnaphthalenes,
and fluorene by phenanthrene-degrading pseudo-
monads. Applied and Environmental Microbiology
61(1),357-362.

30.Suja F., Rahim F., Taha M.R., Hambali N., Rizal
Razali M., Khalid A., Hamzah A. (2014): Effects
of local microbial bioaugmentation and biostimu-
lation on the bioremediation of total petroleum hy-
drocarbons (TPH) in crude oil contaminated soil
based on laboratory and field observations. Inter-
national Biodeterioration and Biodegradation 90,
115-122.

31. Vassiliev N., Vassilieva M., Azcon R., Medina A.
2001. Aplicationof free and Co-alginate-entrapped
Glomus deserticola and Yarrowia lipolytica in
soil-plant system. Journal of Biotechnology 91,
237-242.

32. Vatsal A., Zinjarde S.S., Kumar A.R. 2011. Growth
of a tropical marine yeast Yarrowia lipolytica NCIM
3589 on bromoalkanes: relevance of cell size and
cell surface properties. Yeast 28(10), 721-732.

33. Zinjarde S., Apte M., Mohite P., Kumar A.R. 2014:
Yarrowia lipolytica and pollutants: Interactions
and applications. Biotechnology Advances 2 (5),
920-933.

34. Zhang X., Cheng S., Zhu C., Sun S. 2006. Micro-
bial PAH-Degradation in Soil: Degradation Path-
ways and Contributing Factors. Pedosphere. 16(5),
555-565.

65



