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Celem pracy byto przedstawienie warunkdéw i mozliwos$ci wykorzystania r6znych sorbentow, substra-
tow organicznych, zwigzkoéw chemicznych, biopreparatdw i enzymow 0raz nanoczasteczek do wspo-
magania procesu bioremediacji gleb zanieczyszczonych substancjami organicznymi, pestycydami czy
metalami ci¢zkimi. Zwrdcono uwage na korzysci oraz ograniczenia stosowania réznych substancji
czy preparatow do bioremediacji i fitoremediacji gleb. Podjeto temat zastosowania inzynierii gene-
tycznej jako narzedzia do uzyskania mikroorganizméw i roélin zdolnych do efektywniejszej degrada-
cji zanieczyszczen oraz Wskazano na zagrozenia, jakie niesie za sobg wprowadzanie roslin i mikroor-
ganizmOw transgenicznych do srodowiska naturalnego.

1. WSTEP

Intensywna industrializacja i wykorzystanie na duza skale metali ciezkich oraz synte-
tycznych ksenobiotykow, w tym organicznych i nieorganicznych powoduje, ze zanieczysz-
czenia te mogg stworzy¢ liczne problemy $rodowiskowe, w tym moga szkodliwie oddzia-
tywaé na obieg biogeochemiczny materii oraz mie¢ dziatanie toksyczne na organizmy,
w tym na czlowieka. W zwigzku z tym, ze zagrozenie zwigzane z nagromadzeniem w $ro-
dowisku zanieczyszczen opornych na degradacie jest coraz wieksze, konieczne jest poszu-
kiwanie nowych, bezpiecznych. czgsto nickonwencjonalnych metod walki z zanieczysz-
czeniem [14, 19].

Remediacja biologiczna przy uzyciu mikroorganizméw i roélin jest ogdlnie uwazana
za bezpieczny 1 malo kosztowny sposdéb usuwania szkodliwych zanieczyszczen
ze $srodowiska. Ostatnie osiggni¢cia naukowe donosza, ze bioremediacja oferuje przyjazne
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dla srodowiska gospodarczo i spolecznie akceptowalne usuwanie ksenobiotykow przy
zastosowaniu mikroorganizmow, roslin i enzymow [19].

Mikroorganizmy biorg udziat w degradacji i mineralizacji réznych ksenobiotykow,
ich przyswajaniu (asymilacji) badz przeksztatcania w nietoksyczne zwigzki chemiczne
(biotransformacja) [12]. Z kolei rosliny maja wrodzong zdolno$¢ do detoksykacji niekto-
rych ksenobiotykow (np. metali cigzkich, radionuklidow) w glebie. Kluczowsg rolg przy
fitoremediacji petni takze system korzeniowy roslin a w szczegdlnosci system ryzosferowy
i zamieszkujace tam mikroorganizmy. Interakcja pomigdzy roslinami a drobnoustrojami
w strefie ryzosferowej stanowi podstawe mechanizméw fitotechnologii [24].

Gléwnym problemem technologii bioremediacji jest usuwanie ze srodowiska najtrud-
niej degradowalnych komponentoéw zanieczyszczen oraz usunigcie tzw. zanieczyszczen
resztkowych w ostatnim procesie biodegradacji. Ciagla akumulacja w $rodowisku silnie
toksycznych i trudnodegradowalnych zanieczyszczen powoduje, ze mikroorganizmy
nie sa w petni skuteczne w ochronie biosfery. Stad w ostatnich latach naukowcy na catym
$wiecie wskazuja na mozliwo$¢ modyfikacji metod bioremediacji poprzez wprowadzanie
réznych preparatdéw i substancji (mikrobiologicznych, enzymatycznych, organicznych),
ktore zwigksza efektywnos¢ biologicznej remediacji [14].

2. TECHNIKI BIOREMEDIACYJNE

2.1. BIOREMEDIACJA NATURALNA (PROCES SAMOOCZYSZCZANIA)

Bioremediacja naturalna zwana tez bioattenuacja opiera si¢ na naturalnej biode-
gradacji zanieczyszczen z wykorzystaniem flory zamieszkujacej skazone srodowisko
potaczonej z monitoringiem st¢zenia ksenobiotykow. Jest to metoda stosowana naj-
czesciej do usuwania zanieczyszczen z gleb i wod podziemnych. Bioremediacja natu-
ralna zachodzi w $rodowisku samoczynnie i zwigzana jest z obiegiem pierwiastkow
w $rodowisku. Bioremediacja naturalna ma najpowszechniejsze zastosowanie w przy-
padku wyciekéw produktow ropy naftowej, gdzie monitorowane jest rozmieszczenie
zanieczyszczen, $ledzona migracja skazenia, tempo przyrostu i aktywnosci mikroflory
oraz obecnos¢ pierwiastkow biogennych [6].

Proces samooczyszczania srodowiska moze by¢ dlugotrwaty, co wigze si¢ z spon-
tanicznym przebiegiem reakcji fizyczno-chemicznych podczas degradacji zanieczysz-
czen, jak rowniez ze specyficzng aktywnos$cia enzymatyczng mikroorganizméw auto-
chtonicznych. Zdolnos$¢ mikroorganizméw do bioremediacji zanieczyszczen polega na
unieszkodliwianiu na drodze utlenienia i rozktadu (biodegradacji), przyswojenia
(asymilacji), badz transformacji w nietoksyczne zwigzki chemiczne (biotransforma-
cja) [12].
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Na efektywnos¢ i szybko$¢ degradacji zanieczyszczen przy pomocy naturalnie wy-
stepujacych mikroorganizmoéw majg wpltyw rézne czynniki. Pierwszym z nich
sa wlasciwosci substancji powodujacych zanieczyszczenie, a wigc ich masa czastecz-
kowa, struktura chemiczna (tatwiej sa degradowane zwiazki proste takie jak n-alkany
niz np. weglowodory posiadajace w swojej budowie wegiel aromatyczny), oddziaty-
wania hydrofilowe i hydrofobowe. Drugim czynnikiem jest otoczenie, a przede
wszystkim stezenie i obecno$¢ w nim substancji toksycznych, a takze wilgotnose,
zawarto$¢ tlenu, temperatura, pH, potencjatl redox, obecno$¢ pierwiastkow biogen-
nych (gtéwnie N, P) i soli mineralnych, trzecim czynnikiem jest potencjat srodowiska,
a mianowicie obecno$¢ w nim r6znych mikroorganizmow, ktore mogg oddziatywaé na
siebie negatywnie, a ponadto rodzaj organizméw zasiedlajacych skazone srodowisko,
rodzaj i miejsce wydzielania enzymow, stosunek do tlenu [6, 7, 18].

2.2. BIOREMEDIADIACJA INZYNIERYJNA

Bioremediacja inzynieryjna jest suma zabiegdw obejmujaca usuniecie zanieczysz-
czen przede wszystkim przez mikroorganizmy oraz rosliny. Moze by¢ ona przeprowa-
dzana metodg in situ (w miejscu skazenia) oraz metodg ex Situ (poza miejscem skaze-
nia). Bioremediacja ex situ wymaga odpowiedniego przygotowania stanowiska
technologicznego. W przypadku bioremediacji gruntow, moze ono zachodzi¢ w spe-
cjalnych bioreaktorach, w pryzmach (kompostowanie badz biostosy) czy tez przy
zastosowaniu zabiegow agrotechnicznych (przeorywania, landfarming) [18, 19].

Bioremediacja inzynieryjna moze obejmowaé biostymulacj¢, ktora polega
na wprowadzaniu pozywek lub innych substratow do pobudzenia mikroflory auto-
chtonicznej, zdolnej do degradacji skazonego $rodowiska, badz tez bioaugmentacje,
polegajaca na dodawaniu namnozonej mikroflory w skazone miejsce. Dodatkowo
bioremediacja moze by¢ wspomagana przez dostarczenie powietrza lub tlenu (bio-
wentylacja).

W bioremediacji moze by¢ takze wykorzystana zdolnos$¢ roslin do pobierania za-
nieczyszczen przez organy nadziemne i podziemne oraz rozktadania ksenobiotykow
w strefie ryzosferowej, czyli tzw. fitoremediacja. Fitoremediacja ma wiele zalet, prze-
de wszystkim niskie koszty, akceptacja publiczna, zdolno$¢ do jednoczesnego usuwa-
nia zwigzkoéw organicznych i nieorganicznych (gtéwnie metali cigzkich i radionukli-
dow, ktore nie mogg by¢ przeksztalcone chemicznie i mogg by¢ toksyczne dla
mikroorganizméw). Unieszkodliwianie zanieczyszczen przez rosliny moze zachodzi¢
na drodze: fitodegradacji, fitowolatyzacji (fitoparowania), fitoekstrakcji (fitoakumu-
lacji), fitostabilizacji, fitostymulacji [13, 19].
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3. METODY WSPOMAGANIA BIOREMEDIACJI

3.1. WPROWADZANIE SORBENTOW I SUBSTRATOW ORGANICZNYCH

Na terenach, na ktorych wystepuje przemyst rafineryjny, stacje benzynowe, prze-
pompownie i bazy paliwowe, stacje obstugi maszyn i pojazdow istnieje zagrozenie
skazenia gleb zwigzkami organicznymi zawartymi w paliwach, w ktérych dodatkowo
rozpuszczone sg toksyczne dodatki takie jak chlorowcopochodne, wielopier§cieniowe
weglowodory i1 inne dodatki uszlachetniajace, ktére w srodowisku glebowym wykazu-
ja tendencje¢ do migracji przede wszystkim do wod gruntowych i powierzchniowych
powodujac zagrozenie. Whikanie paliwa do gruntu przepuszczalnego odbywa sie
w pionie, a po dostaniu si¢ do wod podziemnych — w poziomie. Stad tez wydaje si¢
uzasadnione zastosowanie sorbentow w pierwszym etapie rekultywacji gleby, wzbo-
gaconych dodatkowo o biomas¢ aktywnych mikroorganizméw, o czym donoszg Luksa
i in. [12]. Zadaniem sorbentow jest przede wszystkim zahamowanie migracji toksycz-
nych i trudnorozktadalnych substancji. Zasilenie sorbentu mikroorganizmami wspo-
maga bioremediacje i dodatkowo poprzez przechwytywanie biogenéw moze by¢ zro-
dlem substancji odzywczych dla mikroorganizméw, zwigkszajac tym samym
efektywno$¢ procesu.

W procesie wspomagania procesu bioremediacji moga by¢ uzyte sorbenty natural-
ne np. z mchu Spagnum moss, ktore z dodatkiem biopreparatow moga ulec rozktado-
wi. Rozwigzanie takie przedstawili w swojej pracy Luksa i in. [12], gdzie
po procesie termicznej obrobki, komoérki mchu zmieniaja swoj charakter z hydrofilo-
wego na hydrofobowy co umozliwia absorpcje weglowodorow. Kwasy humusowe
znajdujace si¢ w mchu reaguja z weglowodorami, po czym bakterie dla ktorych we-
glowodory stanowia pozywke zaczynajg ich rozktad. Produktem koncowym procesu
biodegradacji jest humus.

W technologii bioremediacyjnej wykorzystane moga by¢ materiaty w formie
sproszkowanej o wiasciwosciach biosorbentow na bazie ligninocelulozy (np. glony,
grzyby m.in. Trichoderma harzianum), ktore maja wtasciwos¢ adsorpcji chromu sze-
$ciowartosciowego, ktory jest rozpuszczalny w wodzie i toksyczny, i przeksztalcania
go w formg trjwarto$ciowa, ktora jest nierozpuszczalna [17].

Seja’kova’ i in. [22] wykorzystali do augmentacji w badaniach wtasnych naturalne
sorbenty organiczno-mineralne takie jak wegiel brunatny, zeolity oraz kwasy humi-
nowe do degradacji pentachlorofenolu (PCP) w glebie. Autorzy uzyskali najlepsze
efekty degradacji PCP po zastosowaniu wegla brunatnego. Obecno$¢ sorbentow,
gtownie wegla brunatnego, wzmagata rozwdj obecnych w glebie mikroorganizméw
i ich zdolnoé¢ do bioremediacji.

Na glebach zanieczyszczonych olejem napgdowym stosowany byt wegiel aktywo-
wany w formie granulatu, ktory przyspieszyt biodremediacj¢ gleby lesnej silnie zanie-
czyszczonej lotnymi produktami ropy naftowej. Wprowadzenie granulowanego wegla
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aktywowanego zmniejszyto ponadto bio- i fitotoksyczno$¢ zanieczyszczen naftowych
gleby [23].

Wydro i in. [26] oraz Wotejko i in. [25] donoszg o mozliwosci wprowadzaniu
do gleby substratow organicznych w postaci komunalnych osadow $ciekowych o ni-
skiej zawarto$ci metali ciezkich. Badania Wotejko i in. [25] dotyczyty aplikacji osa-
doéw Sciekowych z komunalnej oczyszczalni $ciekdw z terenu wojewddztwa podla-
skiego do gleb w pasach zieleni wzdhiz ciagéw komunikacyjnych Biategostoku.
Aplikacja komunalnego osadu $cickowego do gleby pozwolita z jednej strony na uzu-
pelnienie substancji organicznej w glebie, z drugiej zas$ dostarczyta cennych substan-
cji odzywczych niezbednych do prawidlowego rozwoju i wzrostu roslin, ktore petnia
w mie$cie m.in. funkcje oczyszczajaca. Badania wykazaly, Zze na obiektach nawozo-
nych osadem $ciekowym rosliny pobieraty z gleby wiecej Cd i Zn w porownaniu do
kontroli.

Wprowadzanie sorbentow do zanieczyszczonego $rodowiska polaczone jest za-
zwyczaj z inokulacja mikroorganizméw zdolnych do degradacji okreslonych zanie-
czyszczen, ktore traktuja dane ksenobiotyki jako zrodto wegla, przez co remediacja
biologiczna staje si¢ efektywniejsza i zachodzi znacznie szybciej. Dodatkowo moga
by¢ wprowadzane biogeny (najczesciej azot i fosfor), ktore wzmagaja rozwoj mikro-
organizméw [12].

Przy stosowaniu sorbentow do wspomagania bioremediacji nalezy mie¢ na uwa-
dze, aby uzyte sorbenty mogty by¢ unieszkodliwione nie wywierajac przy tym nega-
tywnego wptywu na srodowisko, najlepiej aby ulegaty rozktadowi mikrobiologiczne-
mu [12].

3.2. WPROWADZANIE BIOPREPARATOW [ ENZYMOW

Kiedy tempo naturalnego rozktadu zanieczyszczen nie jest wystarczajace, stosuje
si¢ wowczas stymulacje rodzimej mikroflory w celu przyspieszenia tego procesu.
Jedna z metod jest bioaugmentacja, czyli wprowadzanie do gleby specjalnie przygo-
towanych w specjalistycznych laboratoriach mikrobiologicznych szczepow, ktore
charakteryzujg si¢ wysoka odporno$cia i mozliwoscia adaptacji do srodowiska skazo-
nego oraz zdolnoscig do rozktadu zanieczyszczen wystepujacych w srodowisku, do
ktorego zostaja wprowadzone. Ponadto wykorzystywane w bioaugmentacji mikroor-
ganizmy powinny charakteryzowac si¢ mobilnoscia, zdolnosciag do adhezji, szerokim
zakresem tolerancji (odpornos$cia na zmiany pH, st¢zenia metali), krotka przezywal-
no$cig w $rodowisku, gdzie brak ksenobiotykow powoduje ich zamieranie, a takze
stanowi¢ silng konkurencj¢ dla autochtonicznej mikroflory [2, 16]. Jednym z warun-
kow zasilania skazonej gleby w mikroorganizmy jest to, aby biopreparaty wprowa-
dzane do gleby byty catkowicie bezpieczne dla cztowieka i sSrodowiska oraz posiadaty
atest Panstwowego Zaktadu Higieny, ktory gwarantuje, ze wprowadzane szczepy nie
sa chorobotworcze [10].
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Gestel i in. [5] donosza, ze mikroorganizmy beztlenowe potrafig degradowaé we-
glowodory, takie jak benzen, toluen, etylobenzen, ksylen (BTEX) oraz heksadekan
i naftalen. Z kolei szczepy rodzaju Dechloromonas (PProteobacteria) catkowicie utle-
niaja benzen w warunkach beztlenowych, wykorzystujac azotan jako akceptor elek-
tronow [4]. Rubilar i in. [20] badali zdolno$¢ grzyboéw powodujacych biatg zgnilizne
(Anthracophyllum discolour i Phanerochaete chrysosporium) do degradacji penta-
chlorofenolu, uzyskujac najlepsze wyniki dla badanych konsorcjow grzyboéw unieru-
chomionych na ziarnach pszenicy jako materiale ligninocelulozowym. Badane grzyby
charakteryzowaty si¢ szybkim wzrostem i wysoka produkcja enzymow ligninolitycz-
nych (peroksydazy manganowej i peroksydazy ligninowej) oraz efektywna degradacja
zanieczyszczen.

W technologiach bioremedicyjnych istnieje takze mozliwo$¢ aplikacji szczepow
bakteryjnych charakteryzujacych si¢ zdolnoscia do produkcji surfukantow (zwigzkow
powierzchniowo czynnych). Biosurfukanty wytwarzane przez mikroorganizmy sa
bardziej stabilne w $rodowisku glebowym, stymulujg procesy enzymatyczne popra-
wiajac tym samym biodostepnos¢ zanieczyszczen (np. WWA czy metali ciezkich).
Przyktadem mikroorganizméw wytwarzajacych te substancje sa np. Bacillus megate-
rium lub tez szczepy Pseudomonas aeruginosa UG2, ktore zdolne sg do rozktadu
mieszaniny weglowodorow [15].

Zwigkszenie efektywnosci fitoremediacji mozna uzyska¢ poprzez wprowadzenie
mikroorganizméw, ktore posiadaja naturalng zdolno$¢ do rozktadania zanieczyszczen.
Wazne znaczenie ma strefa ryzosferowa roslin, ktora zamieszkuja mikroorganizmy
zyjace w $cistym zwigzku z roslinami, a doktadniej z ich strefa korzeniowa. Endofity,
czyli mikroorganizmy, bakterie, grzyby, ktore zyja w przestrzeniach miedzykomor-
kowych tkanek roslin, nie powodujac zadnych chordb, moga wspomagac fitoremedia-
cj¢ zanieczyszczonych gleb np. toluenem, fenolem, trichloroetanolem (TCE) i innymi
toksycznymi substancjami. Ponadto, endofity wprowadzane do gleby wspomagaja
wzrost roslin i podnosza ich odpornos¢ na dziatanie takich czynnikow jak susza czy
patogeny [10]. Wspomaganie fitoremediacji gleb zanieczyszczonych np. metalami
cigzkimi moze polega¢ réwniez na wprowadzeniu drobnoustrojéw zamieszkujacych
strefe ryzosferowa, okre§lanych jako bakterie promujace wzrost roslin (z ang. plant-
growth-promoting rhizobacteria PGPR). Przyktadowo, szczepy P. putida i P. fluorescens
sa odporne na zanieczyszczenia Cd i Pb, ponadto wspomagajg fitoekstrakcje tych
pierwiastkow przez rosliny [27].

Stosowanie biopreparatow ma wiele zalet ale takze wiele mankamentow. Biopre-
paraty przed wprowadzeniem wymagaja ozywienia aby osiagna¢ peing aktywnosé
degradacyjna. Ponadto, nie jest mozliwe sprawdzenie przed zakupem
czy mikroorganizmy zawarte w biopreparacie nie sg antagonistami mikroorganizmow
naturalnie wystepujacych w glebie poddawanej remediacji. Wprowadzenie mikroor-
ganizméw obcych moze spowodowac zaburzenie rownowagi W ekosystemach do tego
stopnia, ze przywrocenie rownowagi biologicznej po remediacji moze okaza¢ si¢
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trudne. Najbardziej wlasciwe wydaja si¢ preparaty sporzadzone na bazie mikroflory
autochtonicznej, jednak w tym przypadku muszg by¢ one indywidualnie dostosowane
do kazdej zanieczyszczonej gleby. Wymaga to izolacji rodzimych mikroorganizmow
oraz ich selekcji w laboratorium, nastepnie oznacza si¢ przynaleznos¢ taksonomiczng
i eliminuje drobnoustroje patogenne. Do uzytku moga by¢ przeznaczone jedynie pre-
paraty posiadajace atest PZH. W konsekwencji przygotowanie takiego preparatu
jest kosztowne i czasochtonne [11].

Wzrost ilosci toksycznych zwiagzkéw w srodowisku powoduje, ze mikroorganizmy
czesto nie majg mozliwosci wyksztatci¢ tak wielu szlakow metabolicznych do degra-
dacji zanieczyszczen. Stad tez wydaje si¢ zasadne wykorzystanie w procesach biore-
mediacji nie tylko potencjalu metabolicznego mikroorganizmow, ale takze samych
enzymow W formie preparatow. Preparaty moga zawiera¢ kompleksy enzymatyczne,
badz pojedyncze biokatalizatory zdolne do modyfikacji struktury lub tez zmiany tok-
sycznego charakteru zanieczyszczen na nietoksyczny. Jest to rozwigzanie atrakcyjne
z tego wzgledu, ze enzymy posiadajg prostszg strukturg niz cate organizmy. Ponadto
do bioremediacji moga by¢ wykorzystane enzymy wydzielane na zewnatrz komorki,
jak tez wewnatrzkomorkowe. Do enzymoéw bakteryjnych bioracych udzial w proce-
sach bioremediacji mozna zaliczy¢ mono- i dioksygenazy, reduktazy, dehalogenazy
czy monooksygenaza cytochromu P-450 [14]. Enzymy mogg rowniez petni¢ Kluczowa
role przy bioremediacji gleb z pozostatosci pestycydow np. liazy, monooksygenazy,
dioksygenazy [21].

Przeanalizowano rolg peroksydazy w oczyszczaniu gleby z zanieczyszczen aroma-
tycznych. Peroksydazy katalizuja degradacje i transformacje policyklicznych aroma-
tycznych weglowodorow (WWA), polichlorowane bifenyle (PCB), chlorowanych
weglowodorow, 2,4,6- trinitrotoluenu, zwigzkéw fenolowych i barwnikéw. Te enzy-
my sa rowniez zdolne do degradacji roznych rodzajéw opornych zwiagzki aromatycz-
nych [8].

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania grzybowymi enzymami
majacymi zdolno$¢ do rozktadu lignin oraz enzymami z klasy hydrolaz zdolnych
do rozktadu ttuszczy (np. peroksydaza ligninowa, lakkaza, lipaza) [14].

Wykorzystanie enzymow w procesie biodegradacji niesie wiele korzysci. Po
pierwsze, biotransformacja przy udziale enzymoéw nie powoduje nagromadzenia tok-
sycznych produktow ubocznych, a enzymy zostaja wykorzystane po zakonczeniu pro-
cesu przez mikroorganizmy bytujace w zanieczyszczonym $rodowisku. Po drugie,
zwickszenie biodostgpnos$ci zanieczyszczen jest znacznie tatwiej osiggalne niz
w przypadku uzycia catych komorek [1].

Zarowno detoksykacja enzymatyczna jak tez przy zastosowaniu biopreparatow,
wymaga $cistego kontrolowania procesu biodegradacji. Ponadto, w dalszym ciagu
wymaga rozwoju metod produkcji odpowiednich preparatow enzymatycznych prze-
znaczonych specjalnie do celow bioremediacji oraz optymalizacji technologii produk-
cji enzymow pod katem naktadoéw finansowych. Dlatego tez wydaje si¢, ze najefek-
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tywniejszym rozwigzaniem byloby zastosowanie technik bioremediacji wigzacych
potencjal mikroorganizmoéw wraz z wykorzystaniem enzymow [14].

3.3. WPROWADZANIE ZWIAZKOW CHEMICZNYCH

W celu zwigkszenia efektywnosci remediacji biologicznej, stosowane sg rozne
modyfikacje, w tym takze wprowadzanie do §rodowiska réznych zwiazkéw chemicz-
nych. Przyktadem moze by¢ dodanie surfukantow (zwigzkow powierzchniowo czyn-
nych), ktore majg wlasciwosci adsorbowania na powierzchni zanieczyszczen, a na-
stepnie uwalniania ich, czyniac je dostgpnymi dla mikroorganizméw [8]. Surfukanty
moga by¢ stosowane do usuwania z gruntéw substancji organicznych (m.in. WWA)
oraz metali cigzkich. Srodki zawierajace surfukanty stosowane sa gléwnie do plukania
zanieczyszczonych gruntow. Sposrod testowanych zwigzkow najlepsze wyniki uzy-
skano dla roztworow ptuczacych zawierajacych cyklodekstryny badz ramnolipidy
(nalezace do grupy glikolipidow) [15].

Zadaniem biostymulacji jest modyfikacja srodowiska zanieczyszczonego kseno-
biotykami w ten sposéb, aby zapewnic¢ ich jak najefektywniejsza immobilizacje i de-
gradacje zanieczyszczen. Najczesciej polega ona na dostarczenia sktadnikow odzyw-
czych, makro i mikroelementéw i tlenu, w wyniku czego wzrasta aktywno$¢
mikroorganizmow z réznych szczepow [9]. Kalantary i in. [9] badali wptyw dostar-
czenia makrosktadnikow (N, P i K) oraz o$miu mikroelementow (Mg, S, Fe, Cl, Zn,
Mn, Cu i Na) i 4 pierwiastkow sladowych (B, Mo, Co i Ni) do zanieczyszczonej gle-
by. Sporzadzono pozywke zawierajaca rozne kombinacje 11 soli mineralnych zawie-
rajacych poszczegolne makro- i mikroelementy, ktorag nastgpnie aplikowano do gleby
zanieczyszczonej WWA. Najnizsze stezenie fenantrenu w glebie uzyskano przy wy-
sokim poziomie makrosktadnikow odzywczych w zakresie 67-87% i niskim poziomie
mikrosktadnikow (12-32%), gdzie azot byl dominujacym sktadnikiem. Najskutecz-
niejsza biodegradacja fenantrenu przebiegata przy sekwencji N>K>P>CI>Na>Mg.

3.4. ZASTOSOWANIE NANOCZASTECZEK

Przysztosciowym wspomaganiem bioremediacji mogg okaza¢ si¢ nanoczasteczki,
czyli czasteczki o wielkosci 1-100 nm., rowniez te wystgpujace naturalnie (np. pyt
wulkaniczny). Pojawienie si¢ nanotechnologii niesie potencjalne korzysci
dla srodowiska. Nanoczasteczki sa tagodne dla srodowiska i/lub stanowig zrownowa-
zony (nienaruszajacy rownowagi ekologicznej) produkt zapobiegajacy zanieczyszcze-
niom, ponadto moga by¢ wykorzystane do rekultywacja materiatéw zanieczyszczo-
nych substancjami chemicznymi oraz jako czujniki zmian w $rodowisku. Potencjat
nanoczasteczek moze by¢ wykorzystany w rozktadaniu takich zwigzkow organicznych
jak polichlorowane bifenyle (PCB) i chlorowane wegglowodory (PCH) poprzez np.
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stymulacje aktywnosci drobnoustrojow. Przyktadem zastosowania nanoczgsteczek
w bioremediacji jest np. stosowanie nanorurek weglowych zdolnych do silniejszej
adsorpcji dioksyn w porownaniu do tradycyjnie stosowanego wegla aktywowanego.
Ponadto w przypadku rekultywacji gleb zanieczyszczonych metalami cigzkimi uzyto
nanoczasteczki hydroksyapatytu. Badania wykazaty, ze czasteczki hydroksyapatytu
zmniejszyly biodostepnosé Cu i Zn w glebie. Potencjat do rekultywacji i usuwania
trwatych zanieczyszczen organicznych posiadaja nanoczasteczki zelaza [8].

Mimo, ze nanoczasteczki maja zastosowanie w roznych dziedzinach zycia, istnieje
obawa, ze nanoczasteczki wykorzystane do remediacji po pewnym czasie moga uwal-
nia¢ niebezpieczne zwiazki, majac negatywny wptyw na ludzi i §rodowisko. Nanocza-
steczki mogg by¢ tatwo wchianiane przez btony komorkowe, przy czym ich degrada-
cja moze mie¢ dziatanie cytotoksyczne. Przyktadowo nanorurki i nanowtokna moga
uszkodzi¢ $ciany komorkowe, a tym samym ostabi¢ komoérke. Niektore czasteczki
moga tez dziata¢ bakteriobojczo. Potencjalnie toksyczne dzialanie nanoczasteczek na
srodowisko i organizmy jest dotad nieznane i zapewne zostanie ujawnione w najbliz-
szych latach. Istnieje potrzeba przeprowadzenia wielu badan, aby zrozumie¢ los
i transport nanoczasteczek w srodowisku, pozna¢ ich trwatosci i efekt toksykologicz-
ny na rézne systemy biologiczne, w tym cztowieka [3].

3.5. MODYFIKACJE GENETYCZNE

Udoskonalanie roslin, mikroorganizméw i enzymow majacych zdolno$¢ degrada-
cji roznych ksenobiotykow jest dokonywane na drodze inzynierii genetycznej i tech-
nologii genomu.

Inzynieria genetyczna roslin, poprzez wstawienie lub nadekspresje konkretnych
genéw w genomie ro$liny, zapewnia skuteczng metodg zwickszenia zdolno$ci roslin
do fitoremediacji. Wiekszo$¢ z badanych genow jest zaangazowanych w metabolizm,
wchtanianie, lub transport okreslonych zanieczyszczen. Nadekspresja roznych enzy-
méw osiagnigto dla wielu gatunkow roslin w celu ,.stworzenia” rosliny idealnej
do oczyszczania srodowiska. W szczegdlnosci, ekspresja roslinnego wysokiego po-
ziomu cytochromu P450s uwazana jest za potencjalng strategi¢ do fitoremediacji kse-
nobiotykéw. Przyktadowo, transgeniczny tyton istotnie zwigkszyt zdolno§¢ metaboli-
zowania trichloroetylenu o okoto 640 razy w poréwnaniu do kontroli. Stosowanie
transgenicznych ro$lin do wspomagania fitoremediacji moze by¢ bardzo skuteczne,
ale czesto niemozliwe glownie ze wzgledu na surowe przepisy i wzgledy bezpieczen-
stwa, podobnie jak w przypadku stosowania modyfikowanych bakterii [10].

Przy zastosowaniu mikroorganizmoéw w procesie oczyszczania gleb, uzycie inzy-
nierii genetycznej, w celu poprawy zdolnosci drobnoustrojow do degradacji zanie-
czyszczen, otwiera wiele ciekawych mozliwosci uzyskania nowych gatunkow, ktore
beda w stanie degradowac rdzne zanieczyszczenia z wysokg wydajnoscig. Wielu nau-
kowcow sugeruje, ze zmodyfikowane mikroorganizmy maja wigkszy potencjal
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oczyszczania srodowiska niz naturalne. Szczegolng uwage przyktada si¢ w inzynierii
genetycznej do bakterii wykorzystujacych hemoglobing bakteryjng (VHB) do oczysz-
czania §rodowiska z aromatycznych zwigzkow organicznych w warunkach niedotle-
nienia. Ponadto stosowane sg nowe techniki rekombinacji DNA w celu otrzymania
mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji zanieczyszczen. Techniki te obejmuja
m.in. nowe wektory ekspresyjne do przenoszenia heterologicznych genéow do organi-
zmu gospodarza czy tez nowe mechanizmy kontrolujace ekspresje genow, stosowanie
ukierunkowanej i przypadkowej mutagenezy, w celu zwigkszenia aktywnosci enzy-
mow biodegradujacych. Jednak w przypadku modyfikacji genetycznej mikroorgani-
zmoOw istnieje obawa, ze ich wprowadzanie do miejsc zanieczyszczonych w celu
zwigkszenia bioremediacji moze mie¢ niekorzystne efekty dla srodowiska, takie jak
transfer genow [8].

4. PODSUMOWANIE

Coraz powszechniejsze staje si¢ przekonanie, ze metody bioremediacyjne sa sku-
tecznymi, tanimi i ekologicznie przyjaznymi sposobami ochrony $rodowiska. Czesto
proces samooczyszczania srodowiska nie jest jednak wystarczajacy i konieczne
jest zastosowanie dodatkowych zabiegéw oraz roéznych substratow i preparatéw
wspomagajacych proces oczyszczania biologicznego.

Wspomaganie bioremediacji ma na celu przede wszystkim przyspieszenie i zwigk-
szenie wydajnosci degradacji zanieczyszczen wystepujacych w srodowisku poprzez
m.in. stymulacje¢ rodzimej flory bakteryjnej w wyniku dostarczenia pozywek dla mi-
kroorganizmow oraz tlenu lub tez wprowadzenie aktywnych mikroorganizméw zdol-
nych do rozktadu zanieczyszczen wystepujacych na danym terenie.

Dzisiejsza bioremediacja inzynieryjna oferuje wiele rozwigzan pozwalajacych
na efektywne prowadzenie remediacji biologicznej, obejmujacej zaréwno biostymula-
cje jak rowniez bioaugmentacje. Coraz czgsciej stosowane sg w tym celu rdzne sub-
stancje organiczne (np. osady $ciekowe), sorbenty, preparaty mikrobiologiczne i en-
zymatyczne, substancje chemiczne pochodzenia naturalnego czy nanoczasteczki.
Wazne, aby stosowane substraty czy preparaty nie wplywaty niekorzystnie na $rodo-
wisko 1 tatwo ulegaly biodegradacji. Negatywng strong w przypadku uzycia takich
materialow czy substancji moze okaza¢ si¢ nieznajomo$¢ dalekosieznych skutkéw ich
stosowania dla cztowieka i srodowiska. Stad tez potrzeba wielu lat badan, aby poznaé
los, transport i trwato$¢ np. sorbentow czy nanoczasteczek w Srodowisku oraz efekt
toksykologiczny na rdézne ekosystemy, w tym i cztowieka.

Technikg wspomagajacg bioremediacje, wzbudzajaca wiele kontrowersji jest in-
Zynieria genetyczna. Ograniczeniem w zastosowaniu inzynierii genetycznej do reme-
diacji sg surowe przepisy i wzgledy bezpieczenstwa, poniewaz hiesie ona ryzyko
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transferu gendéw z roslin czy mikroorganizméw transgenicznych do $rodowiska.
W zwiazku z tym badania genetyczne nad mikroorganizmami i ro$linami zdolnymi do
wydajnej bioremediacji przeprowadzane sa jedynie w wyspecjalizowanych laborato-
riach eksperymentalnych w systemach zamknigtych np. w specjalnych bioreaktorach,
co nie do konca odzwierciedla naturalne warunki.

Stosowanie réznych technologii do wspomagania bioremediacji w dalszym ciagu
wymaga przeprowadzeniu wielu badan, na skalg wigksza niz laboratoryjna, i taczenia
wiedzy z roznych dyscyplin naukowych takich jak mikrobiologia, ekologia, bioche-
mia, inZynieria biochemiczna i bioprocesowa. Ponadto potrzebne jest wsparcie rzadu
i skuteczne przepisy na prowadzenie projektow i badan pilotazowych nad skuteczno-
$cig roznych technik wspomagania oczyszczania biologicznego.

Praca zostala sfinansowana ze srodkéw pracy wlasnej nr MB/WBilS/14/2014.
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ASSISTANCE BIOREMEDIATION PROCESS OF CONTAMINATED SOILS

The aim of this paper was to present possibilities of using of different substrates to assist in the bio-
remediation of soils contaminated with organic substances, pesticides and heavy metals. Drew attention to
the benefits and limitations of using different substances or preparations for bioremediation and phytore-
mediation of soils. Have been taken on the use of genetic engineering as a tool to obtain microorganisms
and plants capable of efficient degradation of pollutants and pointed to the risks that entails the introduc-
tion of transgenic plants and microorganisms into the environment.



