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ZANIECZYSZCZENIA GLEB SUBSTANCJAMI ROPOPOCHODNYMI Z UWZGLEDNIENIEM
BIOLOGICZNYCH METOD ICH OCZYSZCZENIA

ZRODELA I FORMY ZANIECZYSZCZEN GLEBY

Jednym z waznych elementéw Srodowi-
ska przyrodniczego jest gleba. Jest to obszar,
w ktorym czynniki abiotyczne i biotyczne
maja decydujacy wplyw na zmiane skladu i
wlasciwosci samej gleby oraz na liczebnos¢
znajdujacych si¢ w niej mikroorganizmow
(MANAHAN 20006). Prawidlowe uzytkowanie
gruntow, a przede wszystkim wlasciwe zago-
spodarowanie rolnicze, musi zatem uwzgled-
nia¢ mikrobiologiczny i fizykochemiczny
stan gleb (KLIMIUK i EEBKOWSKA 2005).

Zanieczyszczenia gleb wynikajace z dzia-
lalnosci czlowieka stanowia istotne zagroze-
nie dla ekosystemu (BARAN i TURSKI 1996).
Nadmierna eksploatacja zl6z naftowych,
awarie podczas wydobycia, magazynowania
i transportu surowcow, staja sie glownymi
przyczynami narastajacego skazenia przyrody
substancjami ropopochodnymi (ALEXANDER
1999). Postepujaca dewastacja i zanieczysz-
czenie Srodowiska przyrodniczego tymi sub-
stancjami wymaga podjecia intensywnych za-
biegéw, majacych na celu przywrocenie pier-
wotnego stanu wod, powietrza i gleby. W
zaleznosci od elementu ekosystemu, w jakim
wystepuja, moga ulega¢ powolnym przemia-
nom w wyniku réznych proceséw chemicz-
nych, fizycznych, biologicznych. Konsekwen-
cja wystapienia zanieczyszczefi gleby o duzej
toksycznoSci moze byc¢ zanik zycia, uniemoz-
liwiajacy podjecie procesu samooczyszczania
srodowiska glebowego (ATLAS 1995).

Toksyczne skazenia wykluczaja wykorzy-
stanie rolnicze uzytko6w rolnych i stanowia

zagrozenie dla mikroorganizmow glebowych
i organizmow zywych. W Polsce na terenach
bylych jednostek i lotnisk wojskowych, a tak-
ze na terenach instalacji przemystu rafine-
ryjnego, stacji benzynowych, problem tzw.
zaolejonej gleby jest bardzo powazny. Zanie-
czyszczenia w takich miejscach osiagaja nie-
kiedy wysoki poziom, przekraczajacy czesto
dopuszczalne normy (ROZPORZADZENIE 2002).

Wazna grupe substancji ropopochod-
nych stanowia wielopierScieniowe weglowo-
dory aromatyczne (WWA) (ang. polycyclic
aromatic hydrocarbons, PAHs). Sa to zwiaz-
ki chemiczne zawierajace dwa lub wiecej
skondensowanych pierScieni aromatycznych.
Czasteczka WWA ma budowe ptaska. Pozna-
nych zostalo okoto 100 homocyklicznych we-
glowodorow wystepujacych w Srodowisku,
a ponadto kilkaset ich pochodnych alkilo-
wych, aminowych, nitrowych itp. (DYREKTY-
WA 2004). Znane sa rOwniez heterocykliczne
WWA z wbudowanymi atomami tlenu, siarki,
lub azotu. W Srodowisku WWA wystepuja
glownie w postaci mieszanin tych zwiazkow
(CHEN i YUAN 2012). Najlepiej poznanym i
najczesSciej oznaczanym WWA jest benzola]
piren. Liczne badania sugeruja, iz ta bardzo
zroznicowana i wszechobecna grupa zanie-
czyszczen posiada rowniez wlasnosci kance-
ro- i mutagenne.

WielopierScieniowe weglowodory aro-
matyczne to zwiazki organiczne zawieraja-
ce od 2 do 13 pierScieni aromatycznych w
czasteczce, w ulozeniu liniowym, katowym
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lub klasterowym, zawierajace mniejsze lub
wicksze iloSci podstawnikow alkilowych lub
nitrowych (MANAHAN 20006). Charakteryzuja
si¢ silnymi wlasciwoSciami hydrofobowymi
i lipofilowymi, staba rozpuszczalnoScia w
wodzie, mala lotnoscia i silnym powinowac-
twem sorpcyjnym w stosunku do glebowe;j
substancji organicznej. WiekszoS¢ WWA wy-
kazuje stosunkowo duza trwalo$¢ w Srodowi-
sku, gtownie ze wzgledu na wyjatkowo silne
wigzania w ukladzie skondensowanych pier-
Scieni aromatycznych, w postaci chmury zde-
lokalizowanych elektronéw . Stad tez cha-
rakterystyczny dla WWA niewielki stosunek
atomow wodoru do wegla, doS¢ mocne wia-
zanie C-C, tendencja do ulegania reakcjom
substytucji, a takze delokalizacja elektronow
w obrebie wielu atomow wegla (stabilizacja
rezonansowa) (MARGESIN i SCHINNER 2001).

WWA sa to ciala stale o krystalicznej bu-
dowie, ktore w stanie czystym wystepuja jako
bezbarwne, jasno zotte lub zielone krysztaty.
Maja niska lotnos¢ (glownie ciezsze WWA) i
staba rozpuszczalnos¢ w wodzie (brak grup
polarnych). Im wigksza jest ich masa cza-
steczkowa tym mniejsza rozpuszczalnos¢ (Hu
i AITKEN 2012). Przyktadowo, rozpuszczal-
noS¢ naftalenu (M=128) w wodzie wynosi
37,2 [ug/l], benzo[a]antracenu (M=228) 14
[ug/1], benzo[a]pirenu (M=252) 3,8 [ug/l], na-
tomiast perylenu (M=252) tylko 0,4 [pg/l]. Z
tego powodu bardzo tatwo adsorbuja si¢ one
na czastkach niepolarnych, takich jak np.
pyly. Absorbuja Swiatlo w zakresie UV-VIS, co
wykorzystuje si¢ do oznaczefn zarowno ilo-
Sciowych, jak i jakoSciowych (KUBIAK 2013).
WielopierScieniowe weglowodory aroma-
tyczne maja rozne struktury, w ktorych pier-
Scienie benzenu przyjmuja rozne wzajemne
potozenia. W niektorych czastkach WWA wy-
stepuja charakterystyczne obszary, zwane re-
gionem K (zewnetrzna krawedz pierScienia
fenantrenu) oraz region M (przeciwstawne
atomy struktury antracenu). Wazne jest takze
polozenie regionu, zwanego regionem zatoki.
To wlaSnie na te obszary i pozycje wskazuja
badacze i przypisuja im aktywnoS¢ biologicz-
na (MA i wspoétaut. 2012). Drogi przenikania
weglowodorow do organizmow zywych to:
(i) wziewna, przez uktad oddechowy, (ii) po-
karmowa, wraz ze spozywanym pokarmem
oraz (iii) poprzez skore (CZARNOMSKI i IZAK
2008).

Na podstawie Rozporzadzenia Wspol-
noty Europejskiej Nr 850/2004 substancje
ropopochodne, w tym takze wielopierscie-
niowe weglowodory aromatyczne, zaliczane

sa do grupy tzw. trwalych zanieczyszczef
organicznych (TZO) (ang. persistent orga-
nic pollutants, POPs) (KotwzAN 2000). Do
tej grupy zalicza si¢ roéwniez, obok WWA i
substancji ropopochodnych, chlorofenole,
bifenyle, dioksyny i pestycydy. W zaleznoSci
od zwiazku i medium, w jakim wystepuja, a
takze czynnikéw Srodowiskowych, procesy
degradacyjne zachodza z r6zna szybkoScia, a
nowopowstajace zwiazki moga stanowic¢ ob-
ciazenie dla Srodowiska glebowego (VOGEL
19906).

Z kolei na podstawie Konwencji Sztok-
holmskiej w sprawie trwalych zanieczysz-
czen organicznych (umowa miedzynarodowa
podpisana 23 maja 2001 r. w Sztokholmie
majaca na celu ograniczenie produkgji i sto-
sowania substancji z grupy trwalych zanie-
czyszczefnh organicznych; weszla w zycie 17
maja 2004 r.), wielopierScieniowe weglowo-
dory aromatyczne nie zostaly zaliczone do tej
grupy (CZARNOMSKI i IZAK 2008).

Parlament Europejski i Rada Unii Euro-
pejskiej, uwzgledniajac zapisy Traktatu (art.
175 wust. 3), podjeli dziatania zmierzajace
do redukcji zanieczyszczen, aby ograniczyc
ich szkodliwy wplyw na zdrowie ludzkie, z
uwzglednieniem populacji wrazliwych i Sro-
dowiska jako catoSci. Na podstawie donie-
sien naukowych, w Dyrektywie 2004/107/
WE Parlamentu Europejskiego i Rady przy-
jeto, ze arsen, kadm, nikiel i niektore wielo-
pierscieniowe weglowodory aromatyczne sa
substancjami mutagennymi, rakotwoOrczymi
dla ludzi i nie mozna okresli¢ progu, ponizej
ktorego substancje te nie stanowia ryzyka dla
zdrowia ludzkiego. Wskazano, iz na niekto-
rych terenach trudne jest osiagniecie takich
poziomOw tych zwiazkOow, ktore nie stwarza-
lyby ryzyka dla zdrowia ludzkiego (DYREKTY-
WA 2004).

Wedlug DYREKTYWY (2004) benzo(a)pi-
ren powinien byc¢ stosowany jako marker
rakotwoOrczego ryzyka zwiazanego z obec-
noScia pozostatych kancerogennych WWA.
Okreslono warto$¢ docelowa dla benzo(a)pi-
renu obecnego we frakcji pylu na poziomie
1 ngm?. Panistwa cztonkowskie musza pod-
jac takie dzialania, aby od 31 grudnia 2012
r. stezenie benzo(a)pirenu nie przekraczato
wartoSci docelowej. Zgodnie z Dyrektywa
monitorowaniu w powietrzu podlegaja tak-
ze inne grupy zwiazkoOw z grupy WWA, takie
jak: benzo(a) antracen, benzo(b)fl uoranten,
benzo(j)fl uoranten, benzo(k)fl uoranten, in-
deno(1,2,3-cd)piren i dibenzo(a,h)antracen.
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W Polsce gtownymi Zrodlami emisji WWA
sa procesy spalania w sektorze komunalnym
i mieszkaniowym (87,2% wielkoSci emisji w
Polsce), procesy produkcyjne w przemysle
(11,11%) oraz transport drogowy (0,99%)
(CzARNOMSKI i IzAK 2008). Z przedstawio-
nych udziatow wielkoSci emisji z wymienio-
nych zrédet wynika, ze nawet na terenach
nieuprzemystowionych WWA moga stwarzad
zwiekszone zagrozenie dla zdrowia ludzi.
Oznaczane sa one we frakcji pylu zawieszo-
nego, co wynika z faktu wystepowania w
nim przede wszystkim zwiazkow o wigkszej
liczbie pierScieni. Weglowodory o czterech i
wiecej pierScieniach skondensowanych ule-
gaja zaadsorbowaniu na czastkach statych.

Dziatania na rzecz odnowy Srodowiska
glebowego, czyli jego rekultywacji, polegaja

na likwidacji zanieczyszczen oraz na przy-
wroceniu pierwotnych wtasSciwosci fizyko-
chemicznych i biologicznych gleby. O ile
problem neutralizacji szkodliwych Srodowi-
skowo zanieczyszczen mozna rozwiazaé dzie-
ki zastosowaniu roznorodnych metod fizycz-
nych i chemicznych, to pelne odtworzenie
warunkow Srodowiska naturalnego uzyskuje
si¢ jedynie dzieki wykorzystaniu osiagniec
technologii  biologicznych, biotechnologii
(WojcIK i TOMASZEWSKA 2005). Ponadto, me-
tody biologicznego oczyszczania sa o wiele
tansze, zazwyczaj prostsze w stosowaniu i
czesto efektywniejsze, a zrekultywowane gle-
by wykazuja wlasciwosci zblizone do gleb
niezanieczyszczonych.

ZANIECZYSZCZENIA ZWIAZKAMI ROPOPOCHODNYMI

Skazenie Srodowiska glebowego ropa
naftowa i jej pochodnymi oddziatuje bez-
posrednio na dany ekosystem. Ciezkie frak-
cje ropy naftowej obfituja w weglowodory
o silnym dzialaniu mutagennym i kancero-
gennym. Weglowodory kumuluja sie w or-
ganizmach zywych, a ich szkodliwy wplyw
obserwowany jest nawet po wielu latach
(ATLAS 1995).

Degradujace dzialanie ropy naftowej na
srodowisko glebowe zalezy gldwnie od skta-
du chemicznego ropy (Tabela 1), fizycznych
i chemicznych wtasciwosci gleby, stopnia jej
nasycenia ropa oraz charakteru szaty roSlin-
nej. Dzialanie to jest zmienne w czasie, po-
niewaz lekkie frakcje ropy (o malej masie
czasteczkowej) szybko ulatniaja si¢ do at-
mosfery, ciezsze zaS przenikaja do glebszych

warstw gruntu. Przesycenie gleby ropa naf-
towa powaznie ogranicza rozwoj lub zakloca
zycie wiekszoSci drobnoustrojow glebowych
i roslin (VOGEL 1996, WOJCIK I TOMASZEWSKA
2005).

Zmniejszenie aktywnoSci mikrobiologicz-
nej gleby silnie zanieczyszczonej ropa nafto-
wa wynika gléwnie z naruszenia warunkow
troficznych i tlenowych. Nadmiar aktywnych
form wegla organicznego powoduje niedo-
bor azotu i fosforu oraz tlenu (ORTEGA-CALVO
i wspotaut. 2003, 2013; BOSZCZYK-MALESZAK i
wspoétaut. 2000).

Obecnos¢ drobnoustrojow zdolnych do
rozktadu weglowodorow wykryto w glebie
na roéznych szerokoSciach geograficznych i
w odmiennych warunkach ekologicznych.
Rozwo6j autochtonicznych drobnoustrojow

Tabela 1. Frakcje ropy naftowej (ATLAS 1995, KOEWZAN 2000).

Frakcja Temperatura

ropy naftowej destylacji [°C]

Liczba atoméw wegla

gaz ponizej 20
eter naftowy 20-60
ligroina (lekka nafta) 60-100
gazolina surowa benzyna  40-205
nafta 175-325
olej gazowy powyzej 275

olej smarowy nielotna ciecz

asfalt lub koks naftowy nielotne cialo stale

CC,
C,C,

C,C,

C,C,, i cykloalkany

C,,C,, i zwigzki aromatyczne

C,, i wyzsze

diugie taicuchy przytaczone do struktur cyklicznych

struktury policykliczne
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rozktadajacych weglowodory w glebie zanie-
czyszczonej ropa naftowa mozna zwickszy¢
m.in. poprzez nawozenie azotowe i fosforo-
we (GOGOI i wspotaut. 2003), napowietrza-
nie i odkwaszanie Srodowiska glebowego
(CHAINEAU i wspotaut. 2000).

Ropa naftowa to mieszanina weglowo-
dorow (alkanow, cykloalkan6éw, arenow:
80-90%), kwasow karboksylowych, feno-
li, tioalkoholi, pochodnych tiofenu, azoto-
wych zwiazkéw heterocyklicznych, zywic
i zwiazkéw metaloorganicznych. Gestos¢
to 11-19 g/cm? barwa brazowa lub czar-
na; odznacza sie silnym, specyficznym za-
pachem. Sktad ropy naftowej jest zmienny
i zalezy od miejsca wydobycia. Glownymi
zanieczyszczeniami sa nieorganiczne sole i

woda. Ropa naftowa jest przerabiana me-
todami: destylacji frakcyjnej (destylacja),
rafinacji, ekstrakcji selektywnymi rozpusz-
czalnikami (np. glikolem dietylowym),
krystalizacji i in. Otrzymuje si¢ z niej eter
naftowy, ligroine, benzyne¢, nafte, oleje mi-
neralne, mazut oraz surowce dla przemystu
chemicznego, np. benzen, toluen, ksyleny
(hydrokraking, kraking, reforming katali-
tyczny) (ATLAS 1995).

Opracowanie szczegotowych programow
zapobiegania degradacji gleb zanieczyszczo-
nych substancjami ropopochodnymi, rekulty-
wagcji gleb zdegradowanych i ponownego ich
zagospodarowania jest przedmiotem wielu
badaf naukowych.

ZANIECZYSZCZENIA WIELOPIERSCIENIOWYMI WEGLOWODORAMI AROMATYCZNYMI

Juz w 1775 r. sir Percival Pott wskazal na
powiazania pomiedzy wzmozona zachorowal-
noScia na raka moszny u londynskich komi-
niarzy a ekspozycja na WWA. Wysunat hipo-
teze, ze zachorowalno$S¢ na nowotwory jest
powiazana z ekspozycja na smote i sadze, z
ktora mieli do czynienia podczas wykonywa-
nia swojej pracy. Pott nie potrafit jeszcze na-
zwac¢ i wyodrebni¢ zwiazkéw chemicznych,
ktore powodowaly nowotwory. Dopiero po
ponad 150 latach, w 1929 r., zidentyfiko-
wano dibenzo(ah)antracen wystepujacy w
sadzach, ktory jest odpowiedzialny za po-
wstawanie choréb nowotworowych (KUBIAK
2013).

Zwiazki te powstaja w wyniku wysoko-
temperaturowego procesu niecatkowitego
spalania materii organicznej, gdzie latwiej
jest wykorzystywany wodor niz wegiel. Ato-
my wegla pozostaja nieutlenione w postaci
termodynamicznie trwatych struktur pier-
Scieni aromatycznych (MANAHAN 20006). Jako
naturalne Zrodla emisji wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych do Srodo-
wiska nalezy wymieni¢: pozary, wybuchy
wulkanow, wypalanie traw i nieuzytkow. W
niewielkich iloSciach zawieraja je takze natu-
ralne kopaliny, wegiel kamienny i ropa naf-
towa. Sposréd 7zrodet generowanych przez
cztowieka najwazniejszymi sa: emisja gazow
i dymow z zakltadow przemystowych (szcze-
g0lnie z przemystu ciezkiego) oraz procesy
wytwarzania energii w elektrowniach i elek-
trocieptowniach. Istotnymi zrodlami uwal-
nianie WWA do srodowiska s3 takze: moto-
ryzacja (spaliny samochodowe, Scieranie si¢

opon) oraz dymy z kottowni i piecow do-
mowych. WielopierScieniowe weglowodory
aromatyczne wystepuja takze w surowcach
przemystowych takich jak pak weglowy, ole-
je mineralne oraz w produktach ich obrobki:
smole pogazowej, sadzach i oleju kreozoto-
wym. Sktad i ilo§¢ mieszanin WWA emitowa-
nych do Srodowiska zalezy od rodzaju sub-
stancji spalanej, metody spalania oraz stoso-
wania filtréw i innych urzadzefi chroniacych
przed ich emisja.

Tego typu zanieczyszczenia dostajace si¢
do gleby powoduja wzrost zawartoSci wegla
organicznego i zmiane stosunku C:N, destabi-
lizuja roztwory koloidalne, pogarszaja struk-
ture gruzetkowata gleby, przez co zmieniaja
si¢ w niej stosunki powietrzno-wodne (SMRE-
CZAK 1 MALISZEWSKA-KORDYBACH 2003, MALI-
SZEWSKA-KORDYBACH 2005, GALAZKA i wspol-
aut. 2012, MALISZEWSKA-KORDYBACH i wspot-
aut. 2012).

Pomimo ograniczonej biodostepnosci,
malej rozpuszczalnoSci w wodzie i sorpcji na
czastkach glebowych, wykazano obecnosS¢ az
90% catkowitej iloSci wielopierScieniowych
weglowodorow aromatycznych w Srodowi-
sku glebowym (PARALES i wspotaut. 2002).

W glebach znacznie oddalonych od zrodet
emisji, poziom szesnastu najczeSciej wystepu-
jacych WWA wynosi zwykle od 1,5 do 5 mg/
kg suchej masy gleby, za$ stezenie benzola]
pirenu od 0,001 do 0,01 mg/kg suchej masy
gleby (KABATA-PENDIAS i wspotaut. 1995). Na
tej podstawie zaproponowano czterostopnio-
wa skale zanieczyszczenia gleb (StutA 2003):
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— czyste — zawierajace do 6 mg ( 16
WWA) na kilogram suchej masy gleby;

— umiarkowanie skazone — zawierajace
6-31 mg/kg suchej masy gleby;

— znacznie zagrozone — 31-100 mg ozna-
czonych WWA na kg suchej masy gleby;

— wysoko zagrozone — powyzej 100 mg/
kg suchej masy gleby.

WielopierScieniowe weglowodory aroma-
tyczne moga dziala¢ hamujaco, stymulujaco
lub nie wykazywa¢ wplywu na organizmy te-
stowe (MALISZEWSKA-KORDYBACH 2005). WWA
nie wystepuja w przyrodzie pojedynczo, dla-
tego tez w badaniach zaréwno fitotoksycz-
noSci jak i ekotoksycznoSci czesto stosuje
si¢ mieszanine tych zwiazkéw lub produkty
ropopochodne zawierajace WWA, natomiast
rzadziej badany jest wplyw pojedynczych we-
glowodorow (ATLAS 1996).

Zakres i szybkoS¢ degradacji WWA w gle-
bie zalezy zaréwno od wlasciwosci samych
weglowodorow, jak i czynnikow Srodowi-
skowych. Z badann MALISZEWSKIEJ-KORDYBACH
(2005) wynika, ze niektore wlasciwosci gle-
by (kwasowos¢ hydrolityczna, zawartoS¢ cze-
Sci splawialnych oraz zawarto$S¢ substancji
organicznej) maja wplyw na przebieg rozkla-
du WWA w poczatkowym okresie po wpro-
wadzeniu tych zwiazkow do gleby.

Podstawowym czynnikiem warunkujacym
ekotoksykologiczne oddzialywanie WWA w
srodowisku glebowym jest ich biodostep-
nos¢. Koncepcja biodostepnosci oraz ogolne
informacje na temat metod oceny biodostep-
nosci sa zawarte w normie ISO/DIS 17402
(MALISZEWSKA-KORDYBACH 2005).

Staba rozpuszczalnos¢ weglowodorow w
wodzie oraz ich adsorbowanie na czastecz-
kach glebowych powoduje znaczne zmniej-
szenie ich biodostepnosci, co istotnie ogra-
nicza proces bioremediacji (SEMPLE i wspol-
aut. 2003). Niska efektywnoS¢ degradacji
tych zwiazkow nie wynika ze zbyt malej ak-
tywnoSci metabolicznej mikroorganizmow,
ale z niewielkiej dostepnoSci substratow, t;.
sktadnik6w zanieczyszczenia. Zastosowanie
zwiazkéw powierzchniowo czynnych oraz
biosurfaktantéw produkowanych przez drob-
noustroje powoduje desorpcje i zwigksza
rozpuszczalno$s¢ zwiazkéw hydrofobowych
w fazie wodnej, a w konsekwencji zwi¢ksza
tempo biodegradacji (ZHOU i ZHU 2007).

Biodostepnos¢ (calkowita zawarto$¢ za-
nieczyszczeni w glebie; frakcja biodostepna
gleby) jest uzalezniona przede wszystkim
od rodzaju receptora, czasu jego kontaktu
z zanieczyszczeniami oraz drogi pobrania.

Z Dbiologicznego punktu widzenia, biodo-
stepna jest ta frakcja zwiazku chemicznego,
ktora moze zosta¢ pobrana przez okreSlony
organizm lub wywota¢ efekt toksyczny. Nato-
miast z chemicznej strony, za dostepna uwa-
za sie taka iloSC substancji chemicznej, ktora
w danym czasie w specyficznych warunkach
moze desorbowacl z gleby do roztworu gle-
bowego (SEMPLE i wspotaut. 2003). Stad tez
za frakcje biodostepna uznaje si¢ stezenie
danej substancji w fazie wodnej gleby, kto-
ra okreSla si¢ czesto metodami ekstrakcji
chemicznej. Tak definiowana biodostepnosc
moze byc¢ uzalezniona od wtasciwosci gleby,
m.in. od zawartosci wegla organicznego, oraz
od fizykochemicznych wtaSciwosci zwiaz-
kow.

Najwazniejszym procesem abiotycznym
decydujacym o biodostepnosci WWA, a tym
samym o ich toksycznosci, jest sorpcja tych
zwiazkOw przez gleby, a zwlaszcza przez sub-
stancje organiczna, ale rowniez przez frakcje
mineralne gleb (PARALES i wspotaut. 2002).

WWA dostajac si¢ do gleby ulegaja szyb-
kiej sorpcji przez glebowa substancje orga-
niczna, poprzez tworzenie wiazan wodoro-
wych i oddziatywan sit van der Waalsa. Nie-
ktore polaczenia maja charakter odwracalny,
co powoduje przechodzenie WWA do fazy
wodnej gleby oraz umozliwia ich rozktad i
zwicksza dostepnos¢ WWA dla organizmow
glebowych. Czes¢ WWA bardzo silnie zwia-
zana przez glebe nie podlega procesom de-
sorpcji i pozostaje w niej, jako tzw. trwala
pozostalos¢, przechodzac nastepnie w tzw.
Lstarzejace si¢” zanieczyszczenie, czego kon-
sekwencja jest zmniejszenie biodostepnosci
WWA (MALISZEWSKA-KORDYBACH 2005).

O biodostepnosci zanieczyszczenia, in-
tensywnosSci pobierania organicznych kse-
nobiotykow z gleb i ich biodegradacji w
duzym stopniu decyduja wlasciwosci fizyko-
-chemiczne tych zwiazkéw, m.in. wspotczyn-
nik podzialu oktanol/woda, K . Wiadomo,
ze zwiazki charakteryzujace si¢ wartosScia log
K, . <50 w tym WWA, o liczbie pierScieni w
czasteczce < 4, moga by¢ pobierane i trans-
portowane do nadziemnych czeSci roSlin.
Sorpcyjne wilaSciwosci WWA w  stosunku
do glebowej substancji organicznej charak-
teryzowane sa przez wspolczynnik podziatu
wegiel organiczny/woda: K i skorelowany
z nim parametr K (log K ) (MALISZEWSKA-
-KORDYBACH 2005).

Prowadzone badania potwierdzaja obec-
nos¢ WWA w kazdym z elementéw Srodo-
wiska: w wodzie, glebie, powietrzu atmosfe-
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rycznym, w materiatach biologicznych oraz
produktach spozywczych (KotwzaN 2000).
Podwyzszone zawartoSci tych zwiazkow w
srodowisku, w tym takze w glebie, odnoto-
wuje si¢ na obszarach o silnej antropopresji
(StuTA 2003). Informacje o zawartoSci WWA
w glebie sa bardzo wazne ze wzgledu na
mozliwos¢ okreSlenia potencjalnego zagro-
zenia dla konkretnych ekosystemOw oraz
dla zdrowia czlowieka. Wystepuja w postaci
pylow i sadzy w powietrzu atmosferycznym
oraz na powierzchni gleby i wod powierzch-
niowych. WWA wykazuja zdolnos¢ do mi-
gracji pomiedzy poszczegélnymi elementami
srodowiska, czesto ulegajac przemianom w
inne zwiazki, ktore sa lepiej rozpuszczalne
w wodzie i czesto bardzo szkodliwe dla or-
ganizmow zywych. WWA stwierdzono za-
rowno w glebach z pdl i lasow potozonych
z dala od autostrad i przemyshu, jak row-
niez w piaskach nadbrzeznych Grenlandii.
Fakty te wskazuja, ze czeS¢ wielopierScie-
niowych weglowodoréw aromatycznych w
srodowisku jest pochodzenia endogennego.
Nalezy jednak pamietaé, ze dzialalnoS¢ czlo-
wieka jest tu dominujaca, a gwaltowny roz
woOj przemystu i komunikacji spowodowat
znaczny wzrost zawartoSci tych zwiazkow
w przyrodzie. Ogromna réznorodnosc¢ i zto-
zony charakter przemian WWA, szczegoOlnie

w Srodowisku gruntowo-wodnym wzbudzity
zainteresowanie wielu naukowcow (KABATA-
-PENDIAS i wspotaut. 1995, MALISZEWSKA-KOR-
DYBACH 2005).

Ponadto, zrodlem WWA dla gleb uzytko-
wanych rolniczo moga by¢ osady Sciekowe
i komposty stosowane w celach nawozo-
wych, Scieki i splywy z droég asfaltowych, a
takze paliwo i smary stosowane do maszyn
rolniczych. WiekszoS¢ wielopierscieniowych
weglowodorow aromatycznych w  ostatecz-
nej kolejnosci dostaje sie do Srodowiska gle-
bowego, powodujac w mniejszym lub wigk-
szym stopniu jego zanieczyszczenie. Zbyt wy-
soka zawartoS¢ niektorych WWA w glebach
moze wplywad negatywnie na organizmy
glebowe, a tym samy prowadzi¢ do zmian
w bioréznorodnosci i naruszac siedliskowe
funkcje gleb, co ma szczegllne znaczenie w
przypadku gleb wykorzystywanych rolniczo.
Srodowiskowe zagrozenie ze strony WWA
jest silnie zroznicowane i zalezy od ich ste-
zenia oraz rodzaju samego zwiazku. RoSliny
uprawne moga ulegaé zanieczyszczeniu przez
WWA zaro6wno w wyniku opadoéw atmosfe-
rycznych, jak i pobierajac je z gleby. W nie-
korzystnych warunkach moze to prowadzic
do ich akumulacji w lancuchu pokarmowym
czlowieka, wywierajac wysoce niekorzystny
wplyw na jego zdrowie.

WSKAZNIKI DEGRADACJT GLEBY

Rekultywacji wymagaja gleby zanieczysz-
czone ropopochodnymi substancjami w stop-
niu ograniczajacym wegetacj¢e roSlin albo
pogarszajacym odzywcza lub technologiczna
ich jakoSC¢. Zanieczyszczenia gleby dzielimy
na (S1uta 2003):

— odgorne — przez dhugotrwale rozpra-
szanie ptynnych i stalych substancji ropopo-
chodnych;

— odgorne — przez wylewy ropy lub jej
pochodnych;

— odgorne — przez wprowadzenie sub-
stancji ropopochodnych lub zaolejonych od-
padow o statej i/lub ciektej konsystencji;

— oddolne — przez podsiakajaca rope lub
jej pochodne z podziemnych zZrodet.

Powierzchniowa warstwa gleby (biolo-
gicznie czynna) moze by¢ zdegradowana w
stopniu:

— malym — brak ujemnego wplywu na
wegetacje roSlin przy ewentualnej zawarto-

sci weglowodorow w powierzchniowej war-
stwie gleby;

— Srednim — punktowe zamieranie roSlin-
nosci darniowej, wyraznie ostabienie wegeta-
¢ji roslin uprawnych;

— duzym — platowe zamieranie roSlin-
noSci darniowej, spadek plonowania roSlin
uprawnych o ok. 50%;

— bardzo duzym — zanikanie lub catkowi-
te zamarcie roslinnoSci darniowej, niemozli-
wa wegetacja roSlin uprawnych bez zastoso-
wania zabiegow rekultywacyjnych.

Istotnym kryterium oceny zdegradowa-
nia gleby jest stosunek zawartosci wegla do
azotu w prochniczej warstwie gleby (PARA-
LES i wspotaut. 2002). Kryterium to jest mato
przydatne do odroznienia gleby czystej od
stabo zanieczyszczonej weglowodorami i od-
wrotnie. Przy duzym zanieczyszczeniu gleby
wartos¢ ilosciowego stosunku C:N jest pro-
porcjonalna do stopnia zanieczyszczenia gle-
by (SWINDELL i REID 2000).
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W poziomie prochniczym gleb upraw-
nych zawarto$¢ azotu ogolnego, w porow-
naniu do zawartoSci wegla organicznego,
pozostaje w stosunku C:N = 10. W glebach
bardzo czynnych biologicznie (zyznych) sto-
sunek ten wynosi ok. 8:1 (BARAN i TURSKI
1996). W glebach mineralnych i o matej ak-
tywnosci biologicznej (suche gleby piasko-
we, podmokle gleby o roznej granulacji)
wartoS¢ stosunku C:N jest znacznie wieksza i
zalezy od wielu czynnikow. W glebach mine-
ralnych wynosi:

— 8:1-10:1 — gleba czysta,

— 10:1-17:1 — gleba stabo zdegradowana,

— 17:1-30:1 — gleba Srednio zdegradowa-
na,

— 30:1-45:1 — gleba w duzym stopniu
zdegradowana,

— powyzej 45:1 — gleba silnie zdegrado-
wana.

Szata roSlinna lub jej catkowity zanik od-
zwierciedlaja stan degradacji gleby, jednak
nie ma wyraznej zaleznoSci pomiedzy aktu-
alng zawartoScia weglowodoréw w glebie a
wegetacja roslin. Gleba stale zanieczyszczona
moze byc¢ catkowicie zdegradowana (bez ro-
slinnoSci) przy stosunkowo malej zawartosci
weglowodorow. Stosunek wegla do azotu
jest wiec lepszym wskaznikiem degradacji
gleby niz zawartoS¢ w niej weglowodorow
(ATLAS 1995).

Bezposrednim zadaniem rekultywacji za-
olejonych gruntéw jest przywrocenie biolo-

gicznej aktywnoSci i uzytkowych walorow
gleby. PoSrednim zadaniem rekultywacji jest
zlikwidowanie Zrédla zanieczyszczenia. Zalez-
nie od charakteru i stopnia zaolejenia gleby
oraz stanu roSlinnoSci, wyrdznia sie rekulty-
wacje podstawowa i higienizacje glebowo-ro-
slinna. Gleby zanieczyszczone ropopochod-
nymi skladnikami w stopniu niepowoduja-
cym zniszczenia trwalej szaty roSlinnej oraz
umozliwiajacym wegetacje roSlin uprawnych
powinny by¢ higienizowane przez sterowana
biodegradacje weglowodorow. Gleby zanie-
czyszczone incydentalnie (w sposob niecia-
gly), jezeli zachowuja warunki do wegetacji
roSlin, moga by¢ pozbawione nadmiaru we-
glowodorow w ciagu jednego roku. Gleby
zanieczyszczone w sposOb ciagly wymagaja
stalej profilaktycznej higienizacji. W glebach
biodegradacja weglowodorow wymaga (Go-
GOI i wspoétaut. 2003): (i) zréwnowazone-
go stosunku wegla organicznego do azotu i
fosforu, (ii) natlenienia zaolejonej warstwy
gleby, (iii) wilgotnoSci gleby umozliwiajacej
duza aktywnoS¢ mikrobiologiczna oraz (iv)
niekwasnego odczynu Srodowiska.

W Srodowisku glebowym poszczegolne
sktadniki zanieczyszczenia moga mieszac sie
z powietrzem glebowym i w tej formie wy-
stepuja gtownie lotne weglowodory alifatycz-
ne i aromatyczne. Ciezsze frakcje ropy nafto-
wej ulegaja adsorpcji na powierzchni czastek
glebowych lub sa wymywane do glebszych
warstw, a ostatecznie do wod podziemnych.

METODY BIOREMEDIAC]I

Proces samorzutnego oczyszczania zaole-
jonej gleby jest czesto diugotrwaly i wiaze
si¢ zarOwno z przebiegiem spontanicznych
reakcji fizykochemicznych, prowadzacych do
rozkladu zanieczyszczenia, jak i z wystepo-
waniem na danym terenie autochtonicznych
organizmow zywych, przejawiajacych specy-
ficzne aktywnoSci enzymatyczne (GAO i ZHU
2004). Mikroorganizmy glebowe sa zdolne

do tzw. bioremediacji zanieczyszczenia, czyli
jego unieszkodliwienia w wyniku: rozktadu i
utlenienia (biodegradacji), przyswojenia (asy-
milacji), badZz przetworzenia na nietoksyczne
zwiazki chemiczne (biotransformacji). Zanie-
czyszczenia, jako zwiazki obce Srodowisku
naturalnemu, stabo przyswajalne i trudno
metabolizowane, sa ksenobiotykami (MROZIK
i wspotaut. 2005).

BIOREMEDIACJA IN SITU 1 EX SITU

Bioremediacj¢ mozna stosowaC in situ,
tzn. w miejscu powstania skazenia, jak tez ex
situ, tzn. po przeniesieniu zanieCzyszczonego
materialu do warunkoéw kontrolowanych.

Metody in situ preferowane sa w sytuacji
braku mozliwoSci usuniecia skazonej gleby,

np. na obszarach przeznaczonych pod bu-
downictwo, terenach walow przeciwpozaro-
wych, drog, awarii miejscowych pod rurocia-
gami i instalacjami, skazen duzych obszarow
itd. Wsrod sposobow oczyszczania in situ
wymieni¢ nalezy: uprawe gleby, bioekstrak-
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cje i biowentylacje. Likwidacja skazen ta me-
toda wymaga znajomosci geologicznej struk-
tury gruntu, topografii skazeii oraz kierunku
przemieszania sic wod gruntowych (KLIMIUK
i LEBKOWSKA 2005).

Metody ex situ sa stosowane przy
mniej rozleglych i Swiezych skazeniach,
ktore  charakteryzuja  si¢  jednoczeSnie

stosunkowo wysokim stezeniem, zapobiegaja
Lrozprzestrzenianiu” zanieczyszczenia, a
przede wszystkim jego przedostawaniu si¢
do wod gruntowych. Bioremediacja ex situ
(obejmuje dwie metody: agrotechniczna i
pryzmowania) moze byc¢ lepiej kontrolowana
i latwiej udaje sie stworzy¢ optymalne wa-
runki dla przebiegu tego procesu (PARALES i
wspotaut. 2002).

SzybkoS¢ procesu bioremediacji zalezy od
chemicznego charakteru zanieczyszczen oraz

od struktury srodowiska glebowego; np. gle-
by wykazujace duzy stopien spoistoSci, czyli
gliny, ity, mady, pyly, piaski gliniaste, wyma-
gaja dodatkowych zabiegow zwigkszajacych
ich przepuszczalnos¢. Na sukces bioremedia-
c¢ji maja wpltyw: fizyczno-chemiczne cechy
skazonej gleby (pH, zawartoS¢ i dostepnosc
wody oraz struktura gleby), warunki klima-
tyczne (glownie temperatura) oraz biodo-
stepnosS¢ zanieczyszczenia. Czynniki te sa
szczegoOlnie istotne w przypadku bioremedia-
¢ji in situ. CzeS¢ z nich udaje sie¢ modyfiko-
wac¢ w znacznym stopniu, niektérych jednak
nie mozna zmieni¢ w miejscu skazenia (AN-
DREONI i GIANFREDA 2007). Prawidlowe mo-
dyfikowanie warunkéw moze prowadzi¢ do
pelnego wykorzystania potencjalu biodegra-
dacyjnego skazonego Srodowiska.

BIOLOGICZNE METODY OCZYSZCZANIA GLEB

Biologiczny rozklad trwatych, organicz-
nych zanieczyszczen przez mikroorganizmy
jest jednym z najwazniejszych i najefektyw-
niejszych sposobOw usuwania ich ze Srodo-
wiska (MROZIK i wspotaut. 2005). Mikroorga-
nizmy podczas biodegradacji czesto wykazuja
dzialanie synergistyczne (VOGEL 1996). Na za-
kres i szybkoS¢ przemian biodegradacyjnych
wptywa: sktad i aktywnos¢ flory bakteryjne;j,
wlasciwosci i wiek zanieczyszczenia, obec-
no$¢ innych zwiazkow oraz witaSciwosci fi-
zykochemiczne Srodowiska (LORS i wspotaut.
2012).

Prawidlowo zastosowane metody biolo-
giczne moga zwickszy¢ przezywalnos¢ roslin
w trudnych warunkach poprzez podniesie-
nie dostepnoSci skltadnikow odzywczych,
obnizenie stresu zwiazanego z niska dostep-
noScia wody, zwiekszenie odpornosci na pa-
togeny, wzrost produkcji fitohormonow oraz
poprawe struktury podloza. Mikroorganizmy
charakteryzuja si¢ wyjatkowa, w poréwnaniu
z innymi organizmami, zdolnoScia adaptacji
do nowych warunkéw Srodowiska, czyli trak-
towania zwiazkOw niebedacych produktami
ich wilasnych przemian metabolicznych, jako
substratow energetycznych i budulcowych
(ANDREONI i GIANFREDA 2007).

Rozktad zwiazkow organicznych w Srodo-
wisku moze odbywac sie¢ przy udziale mikro-
organizmow i enzymow, zarOwno w warun-
kach tlenowych, jak i beztlenowych. Metody
biologiczne polegaja na stworzeniu opty-
malnych warunkow dla rozwoju mikroorga-

nizmow glebowych zdolnych do rozktadu
zwiazkow ropopochodnych. Prowadzi to do
przyspieszenia procesOw, ktore juz natural-
nie zachodza w Srodowisku. Produkty ropo-
pochodne w wyniku aktywnoS$ci metabolicz-
nej drobnoustrojow ulegaja catkowitemu lub
czeSciowemu przeksztalceniu w mase bakte-
ryjna i stabilne, nietoksyczne produkty kon-
cowe, CO, i H,O w warunkach tlenowych, a
CH, w beztlenowych (MANAHAN 20006).

Bioremediacja wymaga zwi¢kszenia li-
czebnoSci i aktywnoSci degradacyjnej en-
dogennej mikroflory, a w razie potrzeby
wprowadzenia w postaci szczepionki mikro-
organizmOw intensywnie degradujacych za-
nieczyszczenie. Waznym elementem procesu
jest przeprowadzenie wstepnych testow la-
boratoryjnych, ktoérych wyniki sa podstawa
do podejmowania dalszych decyzji co do
szczegolowych rozwiazan. Badania te po-
winny okreSli¢ rodzaj i strukture substancji
chemicznych, stanowiacych skazenie, umoz-
liwia¢ zdefiniowanie zaleznoSci tempa pro-
cesu bioremediacji od: pH, ste¢zenia tlenu,
stezenia substancji odzywczych, temperatury,
potencjalu red-ox, porowatoSci gleby (KL
MIUK i LEBKOWSKA 2005). Bioremediacj¢ dzie-
limy na 6 rodzajow.

Bioremediacja podstawowa to monitoro-
wanie naturalnie zachodzacych procesow w
miejscu skazenia. Jest to proces, podczas kto-
rego jedynie naturalna mikroflora jest wyko-
rzystywana do obnizania koncentracji zanie-
czyszczenia w glebie do bezpiecznego pozio-
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mu, w okreSlonych i akceptowalnych ramach
czasowych.

Biostymulacja to stymulacja rodzimej mi-
kroflory w celu przyspieszenia procesu bio-
remediacji. Czynniki ograniczajace naturalny
proces biodegradacji to: skrajnie wysokie
stezenie substancji stanowiacej skazenie,
niedobor tlenu, niekorzystne pH, niedobor
substancji mineralnych (zawierajacych azot i
fosfor), zbyt niska wilgotnosS¢ i niekorzystna
temperatura. W celu zwiekszenia tempa pro-
cesu mozna zastosowac rézne metody mody-
fikacji warunkow Srodowiskowych, przede
wszystkim: natlenianie i dodawanie pozywek.
Procesy bioremediacji efektywniej zachodza
w warunkach tlenowych (ALEXANDER 1999).
Tlen jest wbudowywany w strukture zwiaz-
ku w reakcji katalizowanej przez oksygenazy
(WOJCIK i TOMASZEWSKA 2005), a w rezultacie
zwiazek staje si¢ bardziej podatny na dalsza
transformacje. NajczeSciej stosowane procesy
natleniania to:

— wentylacja, ktora pozwala na zwicksza-
nie koncentracji tlenu w zanieczyszczonym
gruncie poprzez wtlaczanie powietrza pod
zwickszonym ciSnieniem przez uktad prze-
wodow (drenow);

— stosowanie rozcienczonych roztworow
wody utlenionej, ktorej rozklad w gruncie
powoduje uwolnienie tlenu i umozliwia ae-
robowy metabolizm mikroorganizmow;

— spulchnianie gruntu przez uprawe me-
chaniczna.

NajczesSciej jednak stosuje sie biowentyla-
cje, w wyniku ktorej nastepuje usuniecie lot-
nych frakcji zanieczyszczenia (wentylacja) i
przySpieszenie rozkladu ciezszych (wlasciwa
biowentylacja) (Stuta 2003).

Tempo procesu biodegradacji moze by¢
zmniejszone przez ograniczone st¢zenie sub-
stancji odzywczych. Weglowodory zbudo-
wane sa glownie z wegla i wodoru, a tylko
czeS¢ z nich zawiera stosunkowo mate iloSci
azotu. To powoduje, ze w tak skazonej gle-
bie znacznie wzrasta stosunek C:N. Wyste-
pujacy w duzej iloSci wegiel nie moze by¢
jednak w pelni wykorzystany przez mikroor-
ganizmy jako zrodto energii i przeksztalcany
w mas¢ bakteryjna. Wiele badan wskazuje
na koniecznos$¢ uzupetniania skazonego Sro-
dowiska azotem i fosforem (PARALES i wspol-
aut. 2002). W warunkach, w ktorych deficyt
azotu i fosforu ogranicza efektywnos¢ proce-
su bioremediacji, bardzo dobre efekty daje
sztuczne wzbogacanie rekultywowanego te-
renu, najczesciej przez zastosowanie nawo-
zOw zawierajacych azot i fosfor.

Bioaugmentacja to zwickszenie populacji
mikroorganizmow. Wzbogacenie zanieczysz-

czonego terenu w specjalnie wyselekcjono-
wane mikroorganizmy o duzej zdolnosSci do
biodegradacji zanieczyszczen, stosuje sie w
przypadku, gdy rodzima populacja drobno-
ustrojow na skazonym terenie nie wykazuje
pozadanej zdolnosSci. Celem tego zabiegu jest
zwickszenie tempa lub/i rozmiaru biodegra-
dacji zanieczyszczenia. Technologie te reali-
zuje si¢ poprzez bezposrednie wprowadze-
nie zawiesiny mikroorganizmow o pozadanej
aktywnosci katalitycznej, wraz z substancjami
odzywczymi, (jezeli to konieczne) do skazo-
nej gleby (KUREK i wspotaut. 2001).

Bioaugmentacja wiaze si¢ z wieloma ogra-
niczeniami. Wprowadzone do gleby drob-
noustroje: (i) nie moga by¢ patogenami dla
roSlin i zwierzat, (ii) nie powinny wytwarzac
toksyn, (iii) wskazane jest, by nie byly opor-
ne na antybiotyki, (iv) nie powinny uczestni-
czy¢ w czestej wymianie genow kodujacych
niepozadane cechy (np. antybiotykooporno-
Sci, czy produkcji toksyn) oraz (v) pozadane
jest, by byly konkurencyjne w stosunku do
endogennej mikroflory.

Zdarza sie¢ jednak, ze przy skazeniach bar-
dzo specyficznym zwiazkiem, nie udaje si¢
pozyska¢ populacji mikroorganizmow syn-
tetyzujacych odpowiednie enzymy, niezbed-
ne do rozkladu zanieczyszczenia. Powstaje
wtedy koniecznos$¢ zastosowania szczepow
skonstruowanych metodami inzynierii gene-
tycznej. Ich wykorzystanie niesie jednak za
soba pewne ryzyko i wymaga szczegolowych
badan. Dotyczy ono gtownie przekazywania
endogennej mikroflorze niepozadanych ge-
now przez mikroorganizmy genetycznie zmo-
dyfikowane (SAMANTA i wspotaut. 2002).

W wielu doswiadczeniach stwierdzono
zwickszone tempo bioremediacji przy sto-
sowaniu odpowiedniej szczepionki drobno-
ustrojow glebowych. Po wprowadzeniu do
gleby mieszanki bakterii z rodzajow: Rho-
dococcus chlorophenolicus, Flavobacterium
sp., Arthrobacter sp., stwierdzono wzmozona
degradacje pentachlorofenolu (KALLIMANIS i
wspotaut. 2007). Podobne rezultaty uzyskano
przy uzyciu szczepu bakterii Alcaligenes sp.
i grzyba Phanerochaete chrysosporium do
degradacji fenantrenu oraz Mycobacterium
(Moobpy i wspotaut. 2001) oraz Streptomy-
ces (CHAUDHARY i wspotaut. 2011). Wyraznie
wiecksza mineralizacje polichlorowanych bife-
nyli w glebie uzyskano dzieki wprowadzeniu
szczepOw bakterii z rodzajow: Pseudomonas
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Tabela 2. Rodzaje fitoremediacji (Liste i Prutz 20006).

Nazwa metody Mechanizm

Fitoekstrakcja usuwanie metali ciezkich i zwiazkow organicznych dzi¢ki akumulacji w zbieralnych
czesciach roslin:

ciagta - naturalne hiperakumulatory - diugi czas akumulacji

indukowana - zwigkszenie pobierania i skrocenie czasu akumulacji dzieki dodawaniu chelatorow

Fitodegradacja rozktad substancji organicznych przez roSliny i zwigzane z nimi mikroorganizmy

Filtracja korzeniowa

Ryzofiltracja rzeniach roSlin

usuwanie zanieczyszczen ze SciekOw i srodowisk wodnych dzigki absorpcji na ko-

Fitostabilizacja
stepnosci w Srodowisku

uzycie roSlin w celu unieruchomienia zanieczyszczen w glebie i zmniejszenia ich do-

Fitoewaporacja

przeprowadzenie zanieczyszczen w stan lotny

Fitostymulacja
gicznej w ryzosferze

stymulacja przez roSliny naturalnie wystepujacych proceséw degradacji mikrobiolo-

Epuwalizacja

polaczenie filtracji korzeniowej z bioremediacja; rosliny korzystaja ze zwiazkow mi-

neralizowanych przez bakterie — zwigkszenie produkcji biomasy roslinnej

sp. 1 Azospirillum spp. (GALAZKA i wspolaut.
2012).

W laboratorium zwykle uzyskuje sie
szczepionke o bardzo wysokiej aktywnoSci
degradacyjnej w stosunku do skazenia, ale
po jej wprowadzeniu do Srodowiska natural-
nego najczesciej jej zdolnosci biodegradacyj-
ne sa stabsze, poniewaz wtaSciwosci fizyko-
chemiczne gleby oraz czynniki biologiczne,
np. zawartoSC substancji organicznej, oddzia-
lywania pomiedzy organizmami, w znaczny
sposob zmieniaja aktywnoS¢ wprowadzonych
mikroorganizmow. Istotna role odgrywaja
takze inne czynniki biologiczne: drapieznic-
two, konkurencja z endogenna mikroflora o
zanieczyszczenie stanowiace zrodlo wegla i
inne zwiazki odzywcze, antybioza, represja
kataboliczna itp. Na efekt bioaugmentacji
wpltywa takze sam sposOb wprowadzania mi-
kroorganizmOw oraz ich przemieszczanie si¢
w glebie. Obecnie spore nadzieje wiaze si¢
z immobilizacja drobnoustrojow na nosni-
kach statych, co zwicksza ich przezywalnos¢
i utrzymuje aktywnoS¢ metaboliczna. Do im-
mobilizacji wykorzystuje si¢ ulegajace biode-
gradacji, nietoksyczne biopolimery: alginat
i kolagen. Kapsulki biopolimeréw wzboga-
ca sic dodatkowo w skladniki odzywcze i
ochronne, co utatwia bakteriom przystosowa-
nie do niekorzystnych warunkow panujacych
w skazonym Srodowisku (WANG i wspotaut.
2007).

Elektrobioremediacja to ogoélna nazwa
duzej grupy metod oczyszczania gruntu, wy-
korzystujacych zjawiska zaréwno mikrobio-
logiczne jak i chemiczne w celu degradacji
roznego rodzaju zanieczyszczefl, a takze zja-
wiska elektrokinetyczne w celu przyspiesze-
nia i wlaSciwego zorientowania transportu
zanieczyszczef lub ich pochodnych w glebie.
Bezposrednie oddzialywanie pola elektrycz-
nego na roztwoOr elektrolitu znacznie przy-
spiesza jego przeplyw przez porowata faze
stala i pozwala kontrolowac kierunek tego
przeplywu. Zastosowanie pola elektrycznego,
w polaczeniu z odpowiednimi substancjami
dodatkowymi (pozywki, akceptory elektro-
now), powoduje wytworzenie korzystnych
warunkoéw dla biodegradacji zanieczyszczen
podatnych na ten proces.

Fitoremediacja nazywamy technologi¢
oczyszczania gleby wykorzystujaca natural-
ne zdolnoSci roslin do pobierania i groma-
dzenia substancji zanieczyszczajacych lub do
ich biodegradacji, jak réwniez zastosowanie
roSlin do stabilizacji podloza i hamowania
procesu erozji gleb (LISTE i FELGENTREU 2000,
LISTE i PRUTZ 20006).

Metody biologiczne z uzyciem roSlin po-
legaja glownie na: (i) tolerancji duzych ste-
zeni zwiazkéw toksycznych, (ii) pobieraniu,
akumulacji i metabolizmie substancji tok-
sycznych w duzych iloSciach we wlasnych
organach, (iii) stabilizacji zanieczyszczenia
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w glebie badz (iv) przeksztalceniu substan-
¢ji toksycznych w Srodowisku w zwiazki
nietoksyczne. Idea uzycia roSlin do remedia-
¢ji Srodowiska naturalnego wykorzystywana
byla od dawna, jednakze dopiero wiele od-
kry¢ w roznych dyscyplinach nauk biologicz-
nych i rolniczych pozwolilo na zaoferowanie
obiecujacych wariantow tej technologii (Ta-
bela 2) (SINGH i JAIN 2003, SEO i wspotaut.
2007).

Istnieje duze zréznicowanie zaréwno
miedzy-, jak i wewnatrzgatunkowe w reakcji
roS§lin na zanieczyszczenie. W praktyce wyko-
rzystuje si¢ gtownie gatunki i odmiany gro-
madzace mniejsze iloSci toksycznych substan-
¢ji, ale tworzace znacznie wigksza biomase,
poniewaz ostatecznym kryterium ich przy-
datnosci jest iloS¢ zgromadzonych przez nie
zanieczyszczen (LISTE i PRUTZ 2000).

Obecnie dominuja i s3 rozwijane dwie
zasadnicze strategie fitoremediacyjne: indu-
kowana fitoekstrakcja (zwiazki chelatujace)
oraz fitoekstrakcja ciaglta. W czasie obserwa-
¢ji stanowisk naturalnych oraz poszukiwan i
selekcji odpowiednich roslin przydatnych do
fitoekstrakcji najwiecej potencjalnych kan-
dydatow znaleziono w rodzinie kapustnych
(Brassicaceae) (PARALES i wspotaut. 2002),
traw (Poaceae) (MERKL i wspoétaut. 2005)
oraz wsrod motylkowatych (Papilionaceae)
(SMRECZAK i MALISZEWSKA-KORDYBACH 2003).

W rodzinie traw duza biomas¢ tworza:
kukurydza (Zea mays) oraz przedstawicie-
le rodzajow: Festuca, Trifolium, Lolium i
Panicum. Polskie odmiany z tych rodzajow
wykazuja zréznicowanie zarowno w zdolno-
Sci do pobierania zanieczyszczen, transpor-
tu do czeSci nadziemnych, jak i produkcji
biomasy. Mniej informacji zgromadzono na
temat przydatnoSci do fitoremediacji ro-
slin z rodziny motylkowych, ktore sa cenne
dzicki umiejetnoSci samozaopatrzenia si¢
w azot. Obok gromadzacych znaczna bio-
mase, roznych gatunkow Vicia sp. i Pisum
arvense, najlepiej ocenianymi fitoremedian-
tami sa Lupinus sp., gdyz niektore gatunki
gromadza znaczne iloSci biomasy. Ze wzgle-
dow agrotechnicznych i ekonomicznych na
pierwszym miejscu sa gatunki wieloletnie,
np. Lupinus polyphyllus.

WiekszoS¢ roslin unika pobierania zanie-
czyszczen do swych tkanek poprzez zatrzy-
manie ich na powierzchni korzeni, jednak
gdy to juz nastapi, roSliny staraja si¢ zatrzy-
mac dalszy ich transport; w konsekwencji,
korzenie zawieraja zwykle najwicksze iloSci
zanieczyszczen.

Bioremediacja w_ryzosferze. Aktywnos¢
mikroorganizmow w strefie korzeniowej jest
jednym z czynnikOw warunkujacych wzrost
roSlin i ich odpornosS¢ na zanieczyszczenie.
W warstwie gleby przylegajacej do korzeni
spotyka sie bakterie i grzyby w wielokrotnie
wiekszej iloSci (od kilku do nawet kilkunastu
razy) niz w glebie poza ich zasiegiem. Stre-
fa obejmujaca glebe otaczajaca korzen, jego
powierzchnie i komoérki kory, czesto skolo-
nizowane przez mikroorganizmy, nazywa si¢
ryzosfera (CURL i TRUELOVE 1986) i jest to
obszar intensywnej dzialalnoSci mikrobiolo-
gicznej i Scistej zaleznoS¢ miedzy roslina, gle-
ba i mikroorganizmami. Zjawisko to po raz
pierwszy zauwazyt Hiltner w 1904 r. w stre-
fie korzeniowej roslin motylkowatych. Strefa
korzeniowa jest siedliskiem dogodnym do
rozwoju mikroorganizmow ze wzgledu na jej
zasilanie w bogate energetycznie wydzieliny
korzeniowe sktadajace si¢ z produktow foto-
syntezy roslin.

Strefa ryzosferowa roSlin jest miejscem, o
znacznie wyzszej niz w glebie obfitoSci sub-
stratow pierwotnych dostarczanych przez
wydzieliny korzeniowe. Obserwuje sie tu
zwiekszone tempo bioremediacji organicz-
nych zanieczyszczen, w porOwnaniu z gleba
nieryzosferowa. Wiaze sie to przede wszyst-
kim z aktywnoScia metaboliczna mikroflory
licznie zasiedlajacej ryzosfere. Do najlepiej
poznanych grup organizmow ryzosfery na-
leza symbiotyczne bakterie brodawkowe ro-
slin motylkowatych, grzyby mikoryzowe oraz
bakterie i grzyby stymulujace wzrost roSlin
(ang. plant growth promoting rhizobacteria,
PRGR) (ZHUANG i wspotaut. 2007).

Organizmy te buduja swoistego rodzaju
konsorcja, wplywajace na rosling¢ poprzez
interakcje z patogenami lub pobudzajace
wzrost roSliny poprzez wydzielanie witamin
i hormonow. Do tej grupy miedzy innymi
naleza ryzobakterie z rodzaju Azospirillum,
wiazace wolny azot, ktore zalicza sie do fa-
kultatywnych endofitow zdolnych do koloni-
zacji zarOwno zewnetrznej powierzchni ko-
rzenia, jak i wewnetrznej przestrzeni miedzy-
komorkowej, korzystnie oddziatywujacych na
wzrost i rozwoj roslin, oraz bakterie Pseudo-
monas stutzeri (GALAZKA i wspotaut. 2012).

W wydzielinach korzeniowych roSlin
obecne sa zarowno maloczasteczkowe zwiaz-
ki takie jak: cukry, aminokwasy, kwasy or-
ganiczne, hormony, witaminy, jak i zwiazki
o duzej masie czasteczkowej, np. enzymy i
spolimeryzowane weglowodany (LU i wspot-
aut. 2011, 2012). Znajduja si¢ tu takze sub-
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stancje pochodzace ze zautolizowanych ko-
morek epidermalnych korzenia. Wszystkie te
substancje okreSlane sa mianem ryzodepozy-
tow. Wiele z nich stanowi naturalne analogi
sktadnikOw zanieczyszczenia, co powoduje,
ze w glebie selekcjonuje si¢ odpowiednia
populacja mikroorganizmow zdolnych do ich
rozkladu. Uwaza sie, ze istotne znaczenie w
procesie fitoremediacji moga mie¢ rOwniez
enzymy uwalniane do srodowiska glebowego
po obumarciu rosliny. Naleza do nich: deha-

logenazy, nitroreduktazy, peroksydazy wy-
kazujace znaczna aktywnoSC Kkatalityczna w
stosunku do wielu organicznych sktadnikow
zanieczyszczenia (MARCHENKO i wspolaut.
2001, LINDGRENA i wspotaut. 2014).

Penetracja gleby przez system korzenio-
wy poprawia stosunki powietrzno-wodne a
wydzieliny korzeniowe stanowia substancje
odzywcza dla drobnoustrojow glebowych. W
ryzosferze zmienia sie rowniez pH i stezenie
substancji mineralnych.

MIKROORGANIZMY UCZESTNICZACE W PROCESIE BIOREMEDIAC]I

Jedynie 0,01-1% ogolnej liczby bakterii
glebowych stanowia mikroorganizmy zdol-
ne do rozktadu weglowodorow (KLIMIUK i
LEBKOWSKA. 2005). Wsrod bakterii wykorzy-
stujacych weglowodory jako jedyne Zrodto
wegla i energii sa: Pseudomonas, Micrococ-
cus, Alcaligenes, Aeromonas, Flavobacte-
rium, Vibrio, Acinetobacter, Mycobacterium,
Bacuillus, Arthrobacter, a spoSrod grzybow
rodzaje: Candida, Saccharomyces, Fusarium,
Penicillum, Aspergillus, Rhizopus, Geotri-
chum. Takze wiele rodzajow promieniow-
cow (Acinomyces, Nocardia, Streptomyyces)
oraz cyjanobacterie i glony (Oscillatoria,
Anabena, Nostoc, Chlorelle, Chlamidomonas,
Scenedesmus, Phormidium) (THAVAMANI i
wspotaut. 2012, NIEPCERON i wspotaut. 2013)
biora udziat w degradacji weglowodorow

WWA sa glownie wykorzystywane jako
zrodlo wegla i energii przez Mycobacterium
(MoobpY i wspotaut. 2001) i grzyby z gatun-
kow: Cunningahamella elegans, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus niger, Phanerochaete
chrysosporium, Saccharomyces cerevisiae
i Syncephalastrum racemosum, ktore maja
zdolnoS¢ utleniania antracenu, naftalenu, fe-
nantrenu i pirenu (SEO i wspotaut. 2005,
PORTET-KOLTALO i wspotaut. 2013).

W glebach zanieczyszczonych antrace-
nem, fenantrenem i pirenem znane s3 przede
wszystkim bakterie z rodzaju Pseudomonas
takie jak: P. fluorescens, P. putida i P. pau-
cimobilis oraz gatunek P. stutzeri, wiazacy
wolny azot w obecnosci roznych substratow
bedacych Zrodlem wegla i energii. Natomiast
mieszanka szczepow bakterii: P. paucimobi-
lis, P. vesicularis i Alcaligenes denitrificans
jest zdolna do degradacji fenantrenu, fluore-
nu i fluorantenu (GAEAZKA i wspotaut. 2012).

W glebach zanieczyszczonych zwigzkami
pirenu obecne sa przede wszystkim bakte-
rie z rodzaju Mycobacterium, ktore wykorzy-

stuja ten zwiazek jako jedyne zrodio wegla i
energii, np. Mycobacterium sp. szczep PYR-1
rozkladajacy wszystkie zwiazki 3-, 4- i 5-pier-
Scieniowe WWA z wyjatkiem chryzenu, M.
flavescens i Mycobacterium sp. szczep KR2.
Bakterie z rodzaju Pseudomonas: P. putida,
P. aeruginosa oraz Flavobacterium sp., wWy-
izolowane z zanieczyszczonych gleb, sa zdol-
ne do metabolizowania fluorantenu i pirenu
w pozywkach z dodatkiem wegla organiczne-
go (YU i wspoétaut. 2014).

Zdolnos¢ do wykorzystywania przez mi-
kroorganizmy weglowodorow jako Zrodla
wegla i energii, warunkuje informacja gene-
tyczna kodujaca synteze enzymOw uczestni-
czacych w ich przemianach do acetylo-CoA
(WOJCIESZYNSKA i wspotaut. 2005). Najcze-
Sciej jest ona zlokalizowana na pozageno-
mowych elementach, plazmidach lub w ge-
nomie bakterii. Dioksygenaza katecholowa
jest glownym enzymem odpowiedzialnym za
przeksztatcanie weglowodorow aromatycz-
nych, katalizuje ona pierwszy etap ich oksy-
dacji. W mineralizacji weglowodorow dwu-
pierScieniowych, przede wszystkim naftalenu
i bifenylu, uczestnicza liczne opisane i zba-
dane operony: pah, nag, nah, tod, bph, dox
(ZHONG i wspotaut. 2007, ZHANG i wspotaut.
2013).

Mikroorganizmy wykazujace zdolnosS¢ do
biodegradacji weglowodorow wykorzystuja
je jako zrodlo wegla i energii. Warunkiem
sprawnego przebiegu procesu jest dostep-
nos¢ wegla organicznego. Czynnikiem ogra-
niczajacym biodostepnoS¢ substancji ropo-
pochodnych jest ich relatywnie niska roz-
puszczalnoS¢ w wodzie, obnizajaca si¢ wraz
ze wzrostem dlugosci tancucha lub liczba
pierScieni w czasteczce. Stopien rozkladu
zalezy od Kkatalitycznej sprawnoSci enzymow
obecnych w komoérkach lub indukowanych
wobec konkretnych substratow. Mikroorga-
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powierzchniowo
Tabela 3. Podstawowe geny kodujace enzymy biorace udzial w biodegradacji czynnych (SPC),
WWA (YU i wspotaut. 2014). ktore emulguja
czasteczki we-
Gen Enzym Przedstawiciele glowqdf)f ow .i
Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., ulatwiaja przeni-
alkB  hydroksylaza alkanowa Acinetobacter sp. ka}me tych zwiaz-
catA  dioksygenaza 2 3-katecholowa Pseudomonas sp. kow przez btone
: : komorkows. Za-
xyIE dioksygenaza 2,3-katecholowa Pseudomonas putida .
stosowanie SPC
Pseudomonas sp., ) .
; powoduje nie
. P. putida, .
ndoB  dioksygenaza naftalenowa . tylko emulgacje
P. fluorescens, Sphingomonas . P .
) . . zwiazkow  lipo-
paucimobilis, Xanthomonas maltophila .
: ; filowych, lecz
todC  dioksygenaza toluenowa Pseudomonas putida . e .
takze umozliwia
bphA  dioksygenaza bifenylowa Pseudomonas pseudoalcaligenes

adhezje komorek

nizmy aktywne w rozktadzie ksenobiotykow
maja geny: alkB, catA, xyIlE, ndoB, todC czy
bphA, ktore zlokalizowane sa w wickszosci
przypadkow na plazmidach, dzieki czemu
moga podlega¢ horyzontalnemu transfero-
wi genow, a takze by¢ wykorzystywane jako
markery w identyfikacji drobnoustrojow bio-
degradacyjnych (Tabela 3).

Pobieranie weglowodorow przez komor-
ki mikroorganizméw moze zachodzi¢ w dro-
dze (KLIMIUK i LEBKOWSKA 2005): (i) wpro-
wadzania mikrokropli o wymiarach mniej-
szych niz wielkos¢ komorki, (ii) transportu
makrokropli oraz (iii) pobierania sktadnikow
rozpuszczonych lub wolnych, przy czym w
wodzie ulega rozpuszczeniu niewielka iloS¢
weglowodorow charakteryzujacych sie ma-
tym ciezarem czasteczkowym. Wprowadzenie
mikrokropli do komorek mikroorganizmow
jest mozliwe dzieki wytwarzaniu substancji

do substratow

hydrofobowych
(ZHou i ZHU 2007). Wérod biosurfaktantow
wytwarzanych przez drobnoustroje znajduja
sie wielkoczasteczkowe kompleksy ztozone z
polisacharydow, kwasow ttuszczowych, bia-
tek (glikolipidy, lipopeptydy, kwasy tluszczo-
we, fosfolipidy, ttuszcze obojetne). Budowa
tych kompleksow jest zblizona do Sciany ko-
morkowej bakterii, co wskazuje, ze pochodza
z czeSciowo roztozonych sktadnikow otoczek
lub Scian komorkowych. Liczebnos¢ drobno-
ustrojow heterotroficznych, zdolnych do wy-
korzystywania weglowodorow jako jedynego
zrodla wegla i energii, jest rézna w poszcze-
golnych ekosystemach wodnych i ladowych.
Do rozkladu kompleksowych mieszanin,
takich jak ropa naftowa, zdolne sa miesza-
ne kultury drobnoustrojow o zréznicowa-
nej charakterystyce fizjologicznej (GALAZKA i
wspoétaut. 2012).

METODY BIOCHEMICZNE I GENETYCZNE W OCENIE BIOROZNORODNOSCI SRODOWISKA

Do oceny zmian w strukturach zespotow
mikroorganizmow glebowych stosowanych
jest wiele metod biochemicznych i moleku-
larnych. Jedna z metod biochemicznych jest
analiza skltadu bakteryjnego i grzybowego
fosfolipidowych kwasow thuszczowych (ang.
phospholipid fatty acid analyses, PLFA) oraz
metylowanych estrow kwasow tluszczowych
(ang. fatty acid methyl ester, FAME). Wyko-
rzystanie PLFA w mikrobiologii gleby opiera
sie na zalozeniu, ze pewne kwasy czy grupy
kwasOw thuszczowych sa charakterystyczne
dla danego gatunku, rodzaju lub grupy mi-
kroorganizmow. Informacje uzyskane z ana-
lizy profilu PLFA, bedacego suma wszystkich
wyizolowanych  fosfolipidowych  kwasow

tluszczowych, pozwalaja na monitorowanie
zmian zachodzacych w obrebie badanych
zespotow mikroorganizmow (MARCHUT-MIKO-
EAJCZYK 1 wspotaut. 2013).

Obecnie coraz cze¢Sciej wykorzystuje si¢
metody molekularne w celu identyfikacji i
klasyfikacji mikroorganizmow. Najczesciej
stosowana jest lancuchowa reakcja polimera-
zy (PCR) wraz z jej odmianami (nested PCR,
RT-PCR, Real-Time PCR, multiplex PCR). Sa
to techniki stosunkowo tanie i szybkie, kto-
rych produkty moga sthuzy¢ w dalszych ba-
daniach (sekwencjonowanie, RFLP, DGGE,
TGGE). Analize¢ polimorfizmu dlugoSci frag-
mentow  restrykcyjnych (ang. restriction
length fragment polymorphism, RFLP,) moz-
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na wykorzysta¢ do badania zréznicowania
genomowego bakterii, poprzez poroéwnanie
wzoroOw DNA uzyskanych w wyniku rozdzia-
lu elektroforetycznego fragmentéw pocho-
dzacych z trawienia DNA genomowego jed-
nym lub kilkoma endonukleazami restrykcyj-
nymi. Metode RFLP mozna takze wykorzystac
w analizie wybranego fragmentu genomu,
na przykitad konkretnych genow, laczac ja z
reakcja PCR. NajczeSciej w tego typu bada-
niach taksonomicznych wykorzystuje si¢ gen
kodujacy 16S lub 23S rRNA. Bardzo czesto
w mikrobiologii Srodowiskowej stosuje si¢
metode DGGE (ang. denaturing gradient gel
electrophoresis) i TGGE (ang. temperature
gradient gel electrophoresis). Produkty PCR
rozdziela sie elektroforetycznie w zelu po-
liakrylamidowym w obecnoSci czynnika de-
naturujacego. W pierwszym przypadku jest
to wzrastajace stezenie mocznika, w drugim,
wzrastajacy gradient temperatury. Czastecz-
ki DNA, migrujac w zelu w roznym stezeniu
lub gradiencie czynnika denaturujacego, za-
trzymuja si¢ na roznej wysokosSci. W konse-
kwengcji, ze wzgledu na réznice w sekwencji
otrzymujemy w zelu tzw. fingerprint. Zasto-

sowanie odpowiednio dobranych starterow
uniwersalnych lub specyficznych dla pew-
nych grup mikroorganizmoéw pozwala na
ocene bioréznorodnosci w obrebie catego
zespolu bakterii lub jego wybranych grup
taksonomicznych (ZHONG i wspoétaut. 2007,
ZHANG i wspotaut. 2013).

Kolejnym, bardzo waznym narzedziem w
badaniu bioréznorodnosci mikroflory glebo-
wej jest metagenomika, dzieki ktorej tworzo-
ne sa tzw. biblioteki genomowe mikroorgani-
zmow wyizolowanych bezpoSrednio z rozne-
go rodzaju Srodowisk naturalnych. Technika
ta ma szczegolne zastosowanie w przypadku
bakterii niehodowlanych, ktore, jak si¢ sza-
cuje, stanowia ponad 99% wszystkich bakte-
rii w Srodowisku glebowym. Najwieksza na
Swiecie baza danych zawierajaca sekwencje
wszystkich organizmoéw zywych jest Gen-
Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). W
wyszukiwaniu sekwencji homologicznych,
czyli tych o wspolnym pochodzeniu, najcze-
Sciej stosuje si¢ algorytm BLAST (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ktory znajduje w
badanych sekwencjach fragmenty o najwigk-
szym podobiefistwie.

DEGRADACJA NA DRODZE KO-METABOLIZMU

Ko-metaboliczna degradacja weglowodo-
row odgrywa bardzo wazna role w procesie
bioremediacji, zarowno w warunkach tleno-
wych, jak i beztlenowych. Degradowane we-
glowodory nie stanowia w tym przypadku
zrodla wegla i energii, sa natomiast ko-sub-
stratami. Ich przeksztalcanie jest katalizowa-
ne przez enzymy uczestniczace w przemia-
nach substratu pierwotnego, charakteryzu-
jace sie jednoczesSnie bardzo mala specyficz-
noScia dla substratu otrzymanego (ZHONG
i wspotaut. 2007). Obecnie ko-metabolizm
uwaza sie za jeden z najwazniejszych me-
chanizméw przemian wielopierScieniowych
weglowodorow aromatycznych, np. paration
jest ko-metabolizowany przez Pseudomonas
stutzeri do 4-nitrofenolu i dietylofosforanu,
a nastepnie fenol jest wykorzystywany, jako
zrodlo wegla i energii, przez P. aeruginosa.
Czesto, jako ko-substraty dla zwiazkow opor-
nych na biodegradacje, stosuje si¢ fenol lub
toluen. Nie oznacza to jednak, ze w celu
osiagniecia maksimum wydajnoSci procesu
biodegradacji stosowac nalezy jedynie ko-
-substrat oraz najaktywniejsze szczepy; cze¢sto
koniecznoScia staje si¢ wprowadzenie bakte-
rii prawie nieaktywnej w procesie rozkladu,

ktéra moze ulatwic¢ innym gatunkom aktyw-
nosS¢ enzymatyczna. OkreSlenie wtaSciwosci
pojedynczych szczepéw pod wzgledem zdol-
nosci rozktadu mniej lub bardziej skompliko-
wanych substancji stuzy za punkt wyjSciowy
do efektywnego przeprowadzenia procesu
bioremediacji (KUREK i wspotaut. 2001).
Rozpatrujac aspekty ko-metabolicznego
rozkladu WWA nie mozna pominac faktu po-
wstawania licznych metabolitow posSrednich
o bardzo zréznicowanych wtaSciwosSciach
fizykochemicznych. Czasami ko-metabolizm
pociaga za soba stosunkowo niewielkie mo-
dyfikacje substancji substratu wtérnego, w
poréwnaniu z substratem pierwotnym. W
procesie degradacji weglowodoréw aroma-
tycznych zwiazki te moga przechodzi¢ sze-
reg modyfikacji, a ich pochodne stanowia
powazne zagrozenie w Srodowisku reakgji.
NajczeSciej degradacja weglowodorow zacho-
dzi sekwencyjnie, przy udziale roznych grup
mikroorganizmow wspotdzialajacych ze soba.
Syntetyzowane przez poszczegolne szczepy
enzymy, w reakcjach hydroksylacji, oksyda-
¢ji, denitryfikacji, deaminacji badz hydrolizy
czy acylacji, moga si¢ wzajemnie uzupetniac
w tworzeniu pelnych szlakow mineralizacji.
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Wraz z przebiegiem procesu bioremediacji w
srodowisku reakcji pojawiaja sie liczne drob-
noczasteczkowe metabolity poSrednie (KLI-
MIUK i LEBKOWSKA 2005). Pula metabolitow
posrednich, czesto wystepujacych jako idio-
lity, przy wspotudziale ko-metabolizmu we-
whnatrzkomorkowego, miesci sic w puli zbio-
degradowanego zanieczyszczenia, a przeciez
ich obecnos¢ moze negatywnie wplywac¢ na
srodowisko.

Zachodzace w dobranym zespole bak-
terii zjawisko kolejnoSci wykorzystywania
produktéw posrednich powoduje obnizenie
zagrozenia danym skazeniem. Niemniej po-
wstajace w Srodowisku naturalnym metaboli-
ty posrednie rozktadu WWA stanowia istotny
czynnik ryzyka, poniewaz jak wykazano, w
rezultacie biodegradacji zaznacza si¢ istotna
zmiana wlasciwosci toksykodynamicznych
w stosunku do zwiazkow wyjSciowych. Od-
notowuje si¢ rowniez wzrost roznorodnosci
metabolitow pobiodegradacyjnych w obec-
nosSci dodatkowego zZrodla wegla, jakim jest
np. glukoza, co nasuwa przypuszczenie O
zroznicowanym rozktadzie w zaleznoSci od
obecnosci latwo dostepnych substratow po-
karmowych (KIMIUK i LEBKOWSKA 2005). Z
drugiej jednak strony, bioremediacja nieko-
niecznie musi by¢ ,zielona technologia”; wie-
le substancji organicznych wprowadzonych
do Srodowiska naturalnego podlega tylko
czeSciowej biodegradacji, a powstale w wy-
niku tego procesu produkty posrednie moga
nadal akumulowac si¢ w glebie stwarzajac

duze zagrozenie. Metabolity te moga odzna-
czaé sie wiecksza toksycznoScia, mobilnoScia
i stabilnoScia chemiczna niz wyjSciowe sub-
straty.

W czystych kulturach bakteryjnych pro-
dukty ko-metabolizmu maja tendencje do
akumulacji i czesto nie ulegaja dalszej degra-
dacji. Takie zwiazki powstajace w kulturach
mieszanych drobnoustrojow, ktore zwykle
wystepuja w Srodowisku, moga stuzy¢ jako
substraty dla innych organizmow, prowadzac
do calkowitej biodegradacji zanieczyszczenia.
Dlatego badania biodegradacji w czystych
kulturach bakteryjnych zwykle maja ograni-
czone zastosowanie przy przewidywaniu, co
stanie si¢ w naturalnym Srodowisku glebo-
wym (S1uTA 2003).

SzybkoSci procesu biodegradacji weglo-
wodoréw aromatycznych, wystepujacych w
srodowisku glebowym w stosunkowo duzych
stezeniach, zwykle nie mozna ekstrapolowac
do bardzo matlych stezen. Zwiazane jest to ze
szczegoOlna trwatosScia niektorych substancji
podlegajacych biodegradacji, a sam proces
jest trudny do przeprowadzenia i dlugotrwa-
ty, a zadowalajace rezultaty mozna uzyskac
jedynie przy bardzo aktywnej i wyspecjali-
zowanej grupie mikroorganizméw zdolnych
do wykorzystywania zanieczyszczef organicz-
nych jako jedynego Zrodia wegla i energii.
Korzyscia w przeprowadzaniu biologicznych
metod usuwania zanieczyszczen z gleby sa
jednak niewatpliwie wzgledy ekonomiczne,
czyli niskie koszty wykonania.

BIOPREPARATY — AKTYWNE KONSORCJA DROBNOUSTROJOW

Biopreparaty, czyli zespoty drobnoustro-
jow o okreSlonym skladzie gatunkowym i
proporcjach iloSciowych, wprowadzane sa
do Srodowiska jako szczepionki biologiczne
(inokulum), gdzie umozliwiaja dalszy efek-
tywny rozwoj aktywnej mikroflory i znacznie
wspomagaja, a niekiedy wre¢cz warunkuja,
procesy degradacji danego zanieczyszczenia
(PODSIADLO i KRzYSKO-LUPICKA 2013). Bio-
preparaty tworzy si¢ na bazie starannie do-
branych szczepow drobnoustrojow, ktore sa
zazwyczaj wczesniej izolowane z naturalnych
siedlisk zawierajacych dany rodzaj skazenia.
Nastepnie mikroorganizmy te poddaje si¢
starannej selekcji oraz adaptacji do Srodowi-
ska zanieczyszczenia, jak rowniez integracji
z innymi szczepami, wspolobecnymi w kon-
struowanym biopreparacie tak, aby wszystkie
wystepujace gatunki cechowaly sie¢ duza zy-

wotnoscia i jednoczeSnie wykazywaly aktyw-
nosSci o charakterze synergistycznym.
Intensyfikacja procesu bioremediacji za-
nieczyszczefi w glebie polega na stworzeniu
korzystnych warunkéw wzrostu mikroorgani-
zmow, jak réwniez na optymalizacji procesu
z uwzglednieniem dodatkowych uwarunko-
wan Srodowiskowych (SEO i wspotaut. 2007).
W przypadku biodegradacji konkretnego ro-
dzaju zanieczyszczenia pojawia si¢ koniecz-
noS¢ wykonania szeregu dodatkowych te-
stow optymalizacyjnych dla biopreparatow
przeznaczonych do zastosowania. W anali-
zach tych nalezy uwzgledni¢ miedzy innymi
charakterystyke skazenia pod wzgledem ilo-
Sciowym i jakoSciowym, okreSlenie szybkoSci
procesu w roznych fazach rekultywacji grun-
tu oraz stwierdzenie mozliwej do osiagni¢-
cia wydajnoSci biodegradacji, tzn. r6znicy
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pomiedzy poczatkowym i koncowym steze-
niem zanieczyszczenia. Nalezy rOwniez zwro-
ci¢ uwage na zdefiniowanie mechanizméw
reakcji biochemicznych prowadzacych do
rozkladu skazefn, w tym stwierdzenie obec-
nosSci substancji chemicznych hamujacych
proces, okreSlenie zapotrzebowania mikroflo-
ry na makro- i mikroelementy, potrzeby za-
stosowania kosubstratow oraz dodatkowych
akceptorow elektronow, jak rowniez mozli-
woSci pojawienia sie toksycznych zwiazkow
posrednich, czyli intermediatow metabolicz-
nych (SEO i wspoétaut. 2007). Biologiczny
rozklad zanieczyszczefi w glebie z wykorzy-
staniem biopreparatow jest niekiedy dilugo-
trwaly i — w zaleznoSci od rodzaju skazen,
ich poczatkowej koncentracji oraz stopnia
toksycznosSci — moze trwa¢ nawet kilka lat.
Nalezy podkresli¢, ze tzw. kinetyka procesu,
czyli czasowy przebieg bioremediacji skazen,
jest zjawiskiem ztozonym, wielofazowym i
nieliniowym, co stanowi wazny aspekt prak-
tyczny przy planowaniu konkretnego projek-
tu rekultywacji. NajczesSciej, po poczatkowym
okresie najszybszej degradacji, obserwowany
jest znacznie wolniejszy spadek poziomu za-
nieczyszczeh w glebie. Wprowadzenie inoku-
lum aktywnych drobnoustrojow odbywa si¢
glownie w postaci zageszczonego biopre-
paratu o gestosci ok. 10%-10° komorek/cm?,
poprzez wielokrotne zraszanie powierzch-
niowe lub bezposrednio do gleby (KLIMIUK i
LEBKOWSKA. 2005). Wysoka gestoS¢ komorek
w biopreparacie ulatwia ich transport w cza-
sie wprowadzenia szczepionki do gleby. Jed-
noczesnie powstaje mozliwos¢ intensyfikacji
procesu poprzez zwickszenie gestoSci inoku-
lum, jak np. w przypadku skazen szczegolnie
trudno poddajacych si¢ degradacji biologicz-
nej. Po wprowadzeniu biopreparatu do Sro-
dowiska glebowego nastepuje dalszy, dyna-
miczny rozwoj aktywnej mikroflory, co wa-
runkuje skutecznoS¢ procesu biodegradacji.
Czesto wykorzystuje si¢ tzw. biopreparat
bazowy, ktory stanowi SciSle okreSlony ga-
tunkowo zestaw mikroorganizmow pro- i eu-
kariotycznych autochtonicznych. W efekcie
powstaje bogata, biologicznie zbalansowana
biocenoza, na bazie ktOrej przygotowuje si¢
aktywna zawiesine drobnoustrojow stuzaca
do rozktadu konkretnego skazenia. Glow-
na zaleta wielogatunkowego biopreparatu
bazowego jest jego bior6znorodnos¢, ktora
warunkuje wysoka oporno$¢ biocenozy na
heterogeniczne skazenia, duze zdolnoSci ada-
ptacyjne do Srodowiska zawierajacego nowe
ksenobiotyki oraz mozliwosS¢ dalszej specjali-

zacji pod katem rozkladu okreslonego skaze-
nia. Jest to uktad dynamiczny i jego sklad ga-
tunkowy oraz aktywnoS$c¢ fizjologiczna moze
ulega¢ kontrolowanej zmianie i ewolucji
(KLIMIUK i LEBKOWSKA 2005).

Biopreparaty, w zaleznoSci od sktadu i
poOzniejszego zastosowania, dzieli sie na: bak-
teryjne i enzymatyczne. Preparaty bakteryjne
(mikrobiologiczne) charakteryzuja si¢ tym,
ze mikroorganizmy namnazaja si¢ w OCzysz-
czanych Srodowiskach, natomiast prepara-
ty enzymatyczne podawane sa w okreslonej
dawce bez mozliwosci iloSciowego powick-
szenia. Jednak w kazdym z przypadkow bio-
preparat mozna wprowadzi¢ do miejsc ska-
zenia w postaci zawiesiny lub osadzi¢ go na
nos$niku statym (immobilizacja).

Znane sa takze prace z zastosowaniem
enzymow grzybowych (m.in. peroksydaz i
lakkaz) do tzw. enzymatycznej bioremedia-
¢ji aromatycznych weglowodorow policy-
klicznych. Wsrod najczeSciej stosowanych w
detoksykacji ksenobiotykow enzymow grzy-
bowych wymieni¢ mozna (MARCHUT-MIKOLAJ-
CZYK i wspotaut. 2013):

1. peroksydaze ligninowa (LiP), szczegol-
nie pochodzaca z Phanerochaete chrysospo-
rium. Jest to zewnatrzkomorkowa hemopro-
teina, zalezna od H,O,, o bardzo wysokim
potencjale redox i niskim optymalnym pH.
Enzym ten wykazuje niska specyficznos¢ sub-
stratowa, reagujac z duza iloScia zwiazkow o
strukturze zblizonej do lignin, jak rowniez
w stosunku do zwigzkéw o strukturze od
nich odmiennej. LiP wykazuje zdolnos¢ do
utleniania metoksylowanych pierScieni aro-
matycznych, nieposiadajacych wolnych grup
fenolowych, generujac dodatnie rodniki, kto-
re nastepnie moga bra¢ udzial w wielu reak-
cjach m.in. otwarcie pierScienia, demetylacje
i dimeryzacje fenoli. LiP pochodzace z roz-
nych zrédet moga prowadzi¢ do mineralizo-
wania wielu roéznych zwiazk6w aromatycz-
nych i utleniania znaczacej ilosci policyklicz-
nych weglowodoréw aromatycznych oraz
pochodnych fenolu.

2. Mn-zalezna peroksydaze, ktora jest en-
zymem nalezacym do grupy glikoprotein wy-
dzielanych poza komorke. Enzym ten wyka-
zuje preferencje wzgledem jonOw manganu
MndI) jako substratu do redukcji. Produkt
reakcji, Mn(IIl), tworzy kompleks z kwasa-
mi organicznymi i dyfunduje od enzymu,
by utlenia¢ inne zwiazki, np. ligniny. Enzym
ten katalizuje reakcje utleniania niefenolo-
wych zwiazkow ligninowych i WWA. Mn-pe-
roksydaza z Nematoloma frowardii utlenia
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antracen, piren, benzo(a)piren i fenantren
w obecnoSci glutationu oraz w obecnoSci
nienasyconych kwasow tluszczowych. Rola i
mechanizm dziatania tych substancji w reak-
cjach katalizowanych przez MnP nie zostaly
jeszcze w pelni wyjasnione.

3. Lakkazy (EC 1.10.3.2) sa zewnatrzko-
morkowymi glikoproteinami zawierajacymi
4 atomy miedzi. Enzymy te wykazuja szero-
kie spektrum substratowe, co czyni je przy-
datnymi w procesach bioremediacji. Enzymy
produkowane przez niektore grzyby bialej
zgnilizny maja zdolnos¢ do efektywnego
utleniania policyklicznych weglowodoréw
aromatycznych, m.in. wykazywaly zdolnos¢
do usuwania wysokich stezen fenoli. Wyizo-
lowane oksydazy grzybowe moga by¢ z po-
wodzeniem wykorzystywane w procesach
biokonwersji, gdyz sa stabilne w roznych
warunkach i, w szczegolnosci lakkazy, nie
wymagaja obecnosci kosztownych kosubstra-
tow, jedynie molekularnego tlenu. Lakkaza
jest enzymem bioracym udzial w utlenianiu
wielu zwiazkéw aromatycznych do produk-
tow mniej toksycznych i dlatego powinna
miec¢ szerokie zastosowanie w procesach
oczyszczania Srodowiska. Lakkaza moze byc¢
wykorzystywana w procesach detoksykacji
srodowiska zanieczyszczonego fenolem, tri-
chlorofenolem, pestycydami oraz wielopier-
Scieniowymi zwiazkami aromatycznymi, taki-
mi jak benzo(a)piren, wykazujacymi wiasci-
wosci mutagenne i kancerogenne.

W zwiazku z potrzeba ciaglego dosko-
nalenia technik bioremediacji, badania pro-
wadzone w ostatnich latach wskazuja na
mozliwos¢ wykorzystania w procesach bio-
degradacji nie tylko potencjalu metabolicz-
nego mikroorganizmow, ale i samych enzy-
mow (w formie preparatow), zaroOwno tych
wydzielanych poza komorke, jak i enzymow
wewnatrzkomorkowych. Preparaty te moga
zawiera¢ kompleksy enzymatyczne badZz po-
jedyncze biokatalizatory zdolne do modyfi-
kacji struktury, zniesienia toksycznego cha-
rakteru zanieczyszczefi lub, w szczegolnych
przypadkach, do przeprowadzenia catlkowitej
mineralizacji molekul organicznych do nie-
szkodliwych, nieorganicznych produktow
koficowych. Z uwagi na to, iz enzymy sta-
nowia prostsze systemy niz cale organizmy,
bioremediacja enzymatyczna staje sie¢ atrak-
cyjnym narzedziem w biotechnologii Sro-
dowiska. Bioremediacja enzymatyczna (jako
uzupelnienie procesOw mikrobiologicznych)
daje najlepsze efekty, gdy warunki panujace
w oczyszczanym Srodowisku sa bliskie pa-

rametrom optymalnym dla zastosowanych
enzymow. Zapewnienie takich warunkow
(pH, temperatura) jest stosunkowo latwe w
przypadku bioremediacji ex situ, ale moze
nastrecza¢ wielu trudnoSci w prowadzeniu
procesu w miejscu skazenia. Ponadto, de-
toksykacja enzymatyczna wymaga Scistego
kontrolowania procesu biodegradacji odby-
wajacego sie z udzialem mikroorganizmow.
Wdrozenie technologii enzymatycznej biore-
mediacji wymaga rozwoju metod produkcji
odpowiednich preparatOw enzymatycznych
przeznaczonych specjalnie do tych celow.
Dotychczas najlepiej opisanymi enzymami
bioracymi udzial w procesach biodegradacji
zanieczyszczefi sa bakteryjne mono- i diok-
sygenazy, reduktazy, dehalogenazy czy mo-
nooksygenaza cytochromu P-450. Jednakze
bakteryjne oksygenazy nie moga byc¢ uzyte w
procesach biodegradacji w formie wyizolo-
wanej, gdyz sa niestabilne, trudne do oczysz-
czenia, wymagaja obecnoSci kosubstratow,
co w konsekwencji powodowatoby znaczne
zwickszenie nakladow finansowych na pro-
ces bioremediacji prowadzony w duzej skali.
Z tych wzgledow w ostatnich latach obser-
wuje sie¢ wzrost zainteresowania grzybowy-
mi enzymami zwiazanymi z rozkladem lignin
oraz enzymami grzybowymi z klasy hydro-
laz bioracymi udzial w degradacji zwiazkow
thuszczowych. Szczegolnie przydatne do tych
celow wydaja si¢ by¢ enzymy pozyskiwane
z grzybow bialej zgnilizny, ktore w naturze
odpowiadaja za degradacje¢ lignin w martwej
tkance roslinne;j.

Argumentem, ktoéry moze przemawiac
przeciwko stosowaniu biopreparatow, jest
obawa przed wprowadzeniem do danego
srodowiska mikroorganizmow, ktoére moga
wywolywac niekorzystne zjawiska, zaklocajac
tym samym réwnowage w biocenozie.

Problematyka skazenia Srodowiska na-
turalnego w ostatnich latach wzbudza duze
zainteresowanie badaczy. SwiadomoS$¢ wy-
stepowania niekorzystnych zmian w organi-
zmach, jakie wywotluja wielopierScieniowe
weglowodory aromatyczne, powoduje po-
szukiwanie i udoskonalanie metod analitycz-
nych ich oznaczania. Zostalo to w szczegol-
nosSci wymuszone przez przystapienie Pol-
ski do Unii Europejskiej. W Rozporzadzeniu
Komisji (UE) nr 208/2005 z dnia 4 lutego
2005 r., zamieniajacym rozporzadzenie (UE)
nr 466/2001, w odniesieniu do wielopier-
Scieniowych weglowodoréw aromatycznych
ustalono dopuszczalne stezenia benzo(a)pire-
nu w zywnosci. Z kolei w Rozporzadzeniu nr
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2065/2003 z dnia 10 listopada 2003r. okre-
Slono dopuszczalne stezenie benzo[a]antrace-
nu w dymach wedzarniczych. Komisja Nauki

UE zasugerowata, aby w przyszloSci oznaczac
15 WWA w zywnosci, zgodnie z podana lista.

ZANIECZYSZCZENIE GLEBY SUBSTANCJAMI ROPOPOCHODNYMI I BIOLOGICZNE METODY
ICH OCZYSZCZANIA

Streszczenie

W ciagu ostatnich dwoch dekad przeprowadzo-
no wiele badan w celu okreSlenia trwatoSci wielo-
pierScieniowych weglowodoréw aromatycznych w
roznych Srodowiskach naturalnych, ich biodostep-
noSci oraz wplywu mikroflory autochtonicznej na
stopien rozktadu tych zanieczyszczen. Szacuje sig,
ze ponad 90% catkowitego zanieczyszczenia WWA
znajduje si¢ w powierzchniowej warstwie gleby. Zna-
nych jest szereg biologicznych metod rekultywacji
gleby z zanieczyszczen substancjami ropopochodny-
mi. Wi¢gkszoS¢ procesow bioremediacyjnych polega
na stymulacji wzrostu mikroorganizméw obecnych
w skazonym Srodowisku albo wprowadzaniu do gle-
by nowych szczepoéw bakteryjnych lub grzybowych
zdolnych do rozktadu zanieczyszczenia. Poprawnie
przeprowadzony proces bioaugmentacji polega nie
tylko na wprowadzeniu do gleby aktywnego szczepu
zdolnego do katabolicznego rozktadu weglowodoru
ale réwniez zdolnego do logarytmicznego wzrostu w

warunkach skazenia. W glebie wystepuje najczesciej
mieszanina weglowodorow aromatycznych dlatego
tez, degradacja zachodzi podczas licznych interak-
cji mikroorganizmow glebowych tj.: ko-metabolizm,
indukcja. Ryzodegradacja jest procesem rozkladu
zanieczyszczenia przy udziale mikroorganizméow
obecnych w przykorzeniowej warstwie gleby tzw.
ryzosferze. Fitoremediacja (fitoekstrakcja, fitostabili-
zacja, fitotransformacja) jest metoda in situ rozktadu
weglowodoru z zastosowaniem ro$lin zdolnych do
wzrostu na zanieczyszczonej powierzchni. Na pod-
stawie szeregu badan dotyczacych biologicznych me-
tod oczyszczania gleb z substancji ropopochodnych
mozna stwierdzi¢, iz biologiczne metody w porow-
naniu do metod fizykochemicznych sa metodami
tafszymi, bezpieczniejszymi i dajacymi bardzo dobre
efekty rozkladu zanieczyszczenia gleb wielopierscie-
niowymi weglowodorami aromatycznymi.

SOIL CONTAMINATION WITH OIL DERIVATIVES AND BIOLOGICAL METHODS OF
PURIFICATION

Summary

During the last two decades numerous investiga-
tions were performed to determine the persistence
of poly-aromatic hydrocarbons (PAH) in different
natural environments and a possible role of indig-
enous microflora in the degradation of these con-
taminants. It is estimated that more than 90% of the
total burden of PAH’s resides in the surface layer of
soils.

There are known many biological methods of
soil reclamation from oil pollution. Bioremediation
of PAH’s-contaminated sites has largely been carried
out either by stimulation of microorganisms already
present in the contaminated site or through bio-
augmentation. Successful bioaugmentation requires
not only a catabolically active inoculum but also a
microbial strains or consortium that can survive in
the target environment. PAH’s are often present in

the form of a mixture of compounds, so that their
degradation may involve various interactions among
PAH-degrading bacteria, such as co-metabolism, in-
hibition, induction. Rhizodegradation (also called
enhanced rhizosphere biodegradation, phytostimula-
tion, and plant assisted bioremediation) is the break-
down of organic contaminants in the soil enhanced
by soil dwelling microbes living in the rhizosphere.
Phytoremediation (phytoextraction, phytostabiliza-
tion, phytotransformation) - the use of green plants
able to grow in polluted sites was found to be a fea-
sible approach for in situ clean-up of surface soils
with from PAH’s and diesel fuels.

Results of many comparative investigations sug-
gest that biological methods of soil reclamation
from oil pollutants look as very promising owing to
their low costs.
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